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Razvoj biogoriv je eden ključnih izzivov zadnjih let, cilj katerega je zmanjšanje uporabe 
fosilnih goriv in njihovega negativnega vpliva na okolje. Pri gorenju fosilnih goriv se namreč 
sproščajo toplogredni plini, ki onesnažujejo okolje, poleg tega bodo po mnogih napovedih 
zaloge fosilnih goriv kmalu izčrpane. Proizvodnja biogoriv druge generacije temelji na 
razgradnji lignoceluloznega materiala, ki pa je zaradi premajhne razpoložljivosti ustreznih 
mikrobnih hidrolitičnih encimov trenutno še premalo učinkovita in draga. Za uspešen razvoj 
biogoriv je ključno odkrivanje novih encimov, ki bi bili bolj učinkoviti in stabilni v 
industrijskih pogojih. Mikroorganizmi zaradi svoje metabolne raznolikosti predstavljajo 
dragocen vir encimov. Večina encimov, ki jih trenutno uporabljamo v industrijske namene, 
je pridobljenih iz izoliranih mikroorganizmov, ki jih lahko gojimo in predstavljajo le majhen 
odstotek vseh bakterij v okolju. Mnoge študije so pokazale, da lahko z metodami, ki niso 
odvisne od gojenja, dobimo mnogo širši vpogled v raznolikost in funkcionalnost mikrobne 
združbe v nekem okolju. Metagenomske analize kažejo, da obstaja v okolju še zelo velik 
potencial za pridobivanje (hemi)celulolitičnih encimov. Metagenomika je eden novejših 
pristopov iskanja novih uporabnih encimov, ki temelji na izolaciji celokupne DNA bogate 
okoljske mikrobne združbe, brez predhodne gojitve mikroorganizmov (Ferrer in sod., 2015). 
Kompost je eno izmed okolij, kjer so prisotne zlasti mikrobne združbe, katerih metabolizem 
je usmerjen v razgradnjo kompleksnega organskega materiala, za kar potrebujejo različne 
encime. Kompost, bogat z odpadnim rastlinskim materialom je zaradi tega potencialni vir 
novih razgradnjih encimov lignocelulozne biomase (Lee in sod., 2018).  
 
Magistrsko delo se navezuje na projekt “Mining lignocellulose degrading enzymes from 
wheat straw composting communities”, ki poteka v sodelovanju z Univerzo v York-u. V 
sklopu projekta je bila iz vzorca komposta, v katerem so prevladovali slamnati odpadki, 
izolirana in sekvencirana celokupna DNA. Z bioinformatsko analizo je bila v sekvencah 
identificirana množica genov, ki kodirajo domnevne (hemi/ligno) celulaze. V magistrski 
nalogi smo se osredotočili na kloniranje, heterologno produkcijo in osnovno karakterizacijo 
ene od še neokarakteriziranih tarčnih glikozid hidrolaz iz družine 10 (GH10).  
 
Cilji naloge 
Cilj naloge je optimizirati pogoje heterologne biosinteze izbrane glikozid hidrolaze v 
gostiteljskem sevu ter izvesti osnovno karakterizacijo tarčnega encima. 
 
Delovne hipoteze  
• Predpostavljamo, da bomo tarčni encim uspešno izrazili v enem od ekspresijskih 
sevov Escherichia coli.  
• Predpostavljamo, da bomo lahko določili optimalne pogoje za pridobivanje 
tarčnega encima 
• Na osnovi bioinformatske analize predpostavljamo, da bo encim aktiven na ksilanu 
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• Predpostavljamo, da bodo optimalni pogoji delovanja tarčnega encima podobni 
pogojem, kakršne najdemo v kompostu 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Mikroorganizmi so razširjeni v vseh okoljih na Zemlji. Najdemo jih tudi v najbolj 
ekstremnih ekosistemih, kot so območja z izjemno visokimi ali nizkimi temperaturami, ter 
v ekstremno bazičnih in kislih okoljih. Na osnovi molekularnih analiz ocenjujejo, da 99 % 
mikroorganizmov iz naravnih okolij še ne znamo izolirati ter gojiti v laboratorijskih 
razmerah (Torsvik in Øvreås, 2002). Vsi ti mikroorganizmi predstavljajo bogat vir encimov, 
uporabnih v najrazličnejših industrijskih panogah. Uporaba encimov lahko poveča 
učinkovitost industrijskih procesov ter zmanjša uporabo različnih kemikalij, ki so drage in 
iz okoljevarstvenega vidika neprimerne. V zadnjih letih so vse pogostejše težnje po 
zmanjšanju porabe fosilnih goriv in njihovemu nadomeščanju z biogorivi. Biogoriva, 
pridobljena iz odpadne rastlinske biomase, bi lahko predstavljala cenovno ugodno in 
okoljsko manj škodljivo nadomestilo za fosilna goriva. Vendar pa proizvodnja biogoriv 
trenutno še ni ekonomsko konkurenčna fosilnim gorivom. Encimi, ki se uporabljajo za 
razgradnjo lignocelulozne biomase v proizvodnji biogoriv druge generacije so dragi, 
pogosto pa tudi premalo učinkoviti in/ali stabilni v zahtevanih pogojih procesa. Za razvoj 
druge generacije biogoriv, ki temelji na predelavi lignoceluloznega materiala, je tako 
pomembno odkrivanje in razvijanje novih encimov, ki sodelujejo pri razgradnji tega 
materiala (Armstrong in sod., 2015). 
 
2.1 SESTAVA LIGNOCELULOZNE BIOMASE 
 
Lignocelulozni material predstavlja kar 90 % vse rastlinske biomase in je tako najbolj 
zastopan obnovljivi material v naravi (Rodrigues in sod., 2018). V osnovi lignocelulozo 
sestavljajo celične stene rastlinskih celic, sestava katerih pa se razlikuje med različnimi 
rastlinskimi vrstami, med različnimi tipi rastlinskih celic in tkiv ter med primarno in 
sekundarno celično steno. Sestavljena je večinoma iz monomernih ogljikovih hidratov, ki se 
povezujejo v kompleksne polimere, ti pa tvorijo trdno strukturo, ki daje celici obliko in 
oporo. Celična stena predstavlja mehansko oporo celici, poleg tega pa jo ščiti pred izgubo 
vode, stresnimi okoljskimi dejavniki, ter predstavlja fizično prepreko in zaščito pred 
patogenimi organizmi. Sestava celične stene rastlin se je spreminjala skozi evolucijo, v smeri 
čim boljše zaščite celic, prav tako pa so se spreminjali mikrobni encimi s funkcijo njene 
razgradnje (Sarkar in sod., 2009). Celična stena se spreminja tudi tekom razvoja rastline. V 
osnovi je lignoceluloza sestavljena iz polisaharidnih in ne-polisaharidnih molekul. 
Polisaharidni del lignoceluloze sestavljajo celuloza, hemiceluloza in pektin, nepolisaharidni 
del pa predstavljajo vezani proteini, lignin in druge fenolne spojine (Álvarez in sod., 2016).  
 
Celuloza je najpogostejši naravni polimer. Njeno sintezo katalizira encim celuloza sintaza, 
sestavljena pa je iz monosaharidnih enot D-glukoz, ki se med seboj povezujejo z β-1,4-
glikozidnimi vezmi in tvorijo polimere različnih dolžin, od 2000 do 25 000 monomernih 
enot. Več molekul celuloze se med seboj prečno povezuje z vodikovimi vezmi in tako tvorijo 
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tesno strukturo mikrovlaken, ki so mehansko in encimsko zelo odporna (Rodrigues in sod., 
2018).  
 
Pektin je najbolj kompleksen polisaharid v lignoceluloznem materialu, sestavljen je iz 
razvejanih heteropolisaharidov, v katerih se galakturonska in glukuronska kislina povezujeta 
s sladkorji, kot so ramnoza, arabinoza, in galaktoza. Njegova vloga je zadrževanje vode 
znotraj celic ter ohranjanje trdnosti in strukture celične stene in s tem zaščite pred patogenimi 
mikroorganizmi (Álvarez in sod., 2016). 
 
Hemiceluloza je heteropolisaharid, sestavljen iz različnih sladkorjev. Polimeri so krajši kot 
celulozni ter bolj razvejani. Osnovna veriga je sestavljena večinoma iz pentoz, predvsem D-
ksiloze in D-arabinoze, ter iz heksoz, na primer D-glukoze in D-manoze, ki se med seboj 
povezujejo z β-1,4-glikozidnimi vezmi. Na osnovno polisaharidno hrbtenico so vezani krajši 
polimeri, ki jih sestavljajo različni monosaharidi, na primer D-fruktoza, D-galaktoza in 
glukuronska kislina (Dood in Cann, 2009). Hemicelulozi polimeri se prečno povezujejo s 
celuloznimi vlakni v tesno mrežo. Najpogostejši polisaharidi, ki sestavljajo hemicelulozne 
substrate so ksiloglukani, ksilan in manan (Sarkar in sod., 2009; Rodrigues in sod., 2018). 
Celulozna in hemicelulozna vlakna v celičnih stenah obdaja in povezuje lignin, polifenolni 
polimer. Najdemo ga predvsem v celičnih stenah olesenelih delov rastlin in je na encimsko 
razgradnjo najbolj odporen polimer v lignoceluloznem materialu. Rastlinam daje mehansko 
oporo in ščiti celulozna in hemicelulozna vlakna pred encimsko razgradnjo (Sarkar in sod., 
2009).  
 
Razgradnja lignoceluloznega materiala v naravi je ključna za delovanje različnih 
ekosistemov in kroženje hranil (predvsem ogljika) v okolju. Poleg tega mikrobna razgradnja 
lignoceluloze v prebavilih rastlinojedih živali tem omogoča pridobivanje energije iz hrane. 
Za razgradnjo kompleksne strukture lignoceluloze do enostavno razgradljivih sladkorjev so 
potrebni številni encimi z različnimi substratnimi specifičnostmi. Najpogostejši produkti 
razgradnje lignoceluloznega materiala so glukoza, ksiloza in arabinoza - enostavni sladkorji, 
ki jih lahko mikroorganizmi nadalje fermentirajo do produktov z višjo dodano vrednostjo, 
kot sta bioetanol in bioplin. Pomemben korak za uspešno razgradnjo lignoceluloznega 
materiala je odstranjevanje lignina, ki je najtežje razgradljiv polimer v materialu. Trenutno 
se za odstranjevanje lignina pogosto uporablja postopek obdelave lignoceluloznega 
materiala s šibkimi kislinami. Med postopkom nastajajo inhibitorne snovi, ki lahko kasneje 
zavirajo fermentacijo sladkorjev v etanol (Dood in Cann, 2009). 
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Ksilan je naravni strukturni polisaharid in kot sestavni del hemiceluloze skupaj s celulozo in 
ligninom sestavlja celične stene rastlinskih celic. Za celulozo je ksilan drugi najpogostejši 
polisaharid v naravi in predstavlja kar tretjino obnovljivega organskega ogljika na Zemlji 
(Collins in sod., 2005). Strukturno je ksilan zelo raznolik, razlikuje se med različnimi 
rastlinskimi vrstami. Pojavlja se lahko kot linearna ali razvejana veriga od 150-200 enot D-
ksilopiranoz, povezanih z 1,4-β glikozidno vezjo. Ksilan je pogosto heteropolimer, saj se na 
ksilozne ostanke vežejo različne organske spojine, na primer drugi sladkorji in organske 
kisline (arabinoza, ocetna kislina, glukuronska kislina, ferulna kislina, kumarna kislina) 
(Moreira in Filho, 2016; Dood in Cann, 2009). Različne stranske verige, ki so vezane na 
ksilan pomembno vplivajo na topnost in na druge fizikalne lastnosti ter na interakcije z 
drugimi polisaharidnimi molekulami v celičnih stenah rastlin. Posledično vplivajo tudi na 
možnost encimske razgradnje, saj so za odcepljanje posameznega tipa stranskih verig 
potrebni specifični encimi (Nguyen in sod., 2018). Razgradnja lignoceluloznega materiala v 
naravi poteka v mikrobnih združbah, pri tem procesu pa sodelujejo mnoge bakterije, glive 
in praživali. Endogene encime, ki lahko sodelujejo pri razgradnji tovrstnega materiala so 
nedavno odkrili v nekaterih členonožcih (Watanabe in sod., 1998; Watanabe in Tokuda, 
2010). Ti organizmi izločajo encime, s katerimi ksilan razgradijo do ksiloz, primarnega vira 
ogljika za njihovo preživetje. Hemicelulaze pogosto izločajo tudi fitopatogeni 
mikroorganizmi, saj jim omogočajo okužbo rastlinskih celic (Temuujin in sod., 2011). Za 
razgradnjo ksilana potrebujemo dve skupini encimov. Prva skupina so ksilanaze, ki cepijo 
osnovno verigo ksilana, druga skupina pa so encimi, ki katalizirajo odstranjevanje stranskih 
verig. Pogosto je potrebno tudi sinergistično delovanje več različnih ksilanaz (Dood in Cann, 
2009; Moreira in Filho, 2016).  
V grobem lahko polimere ksilana razdelimo na homoksilane, arabinoksilane, 
glukuronoksilane in arabinoglukuronoksilane (Dood in Cann, 2009). Vsi so sestavljeni iz 
osnovne verige z β-1,4-glikozidnimi vezmi povezanih ksiloz, razlikujejo pa se v vezanih 
stranskih verigah. Homoksilani, ki nimajo vezanih drugih stranskih skupin, razen ksiloz, so 
redki v višjih rastlinah, najdemo pa jih v celičnih stenah morske trave. Arabinoksilani imajo 
na verigo ksilana vezane molekule arabinoze, ki se lahko preko vezanih ferulnih kislin 
vežejo z ligninom. Pogosto jih najdemo v žitnih zrnih, na primer v pšenici. Glukuronoksilani, 
ki so sestavni del celične stene olesenelih rastlin, imajo kot stranske verige vezane molekule 
metil-α-D-glukuronske kisline. Za arabinoglukuronoksilane so značilne vezane 
arabinofuranozilne, metil-α-D-glukuronske kisline in acetilne skupine. Najdemo jih v 
celičnih stenah različnih trav (Dood in Cann, 2009). 
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2.2 GLIKOZID HIDROLAZE 
 
Za razgradnjo kompleksnih polimerov lignoceluloznega materiala so potrebni številni 
encimi, ki so aktivni na ogljikovih hidratih ter encimi, ki odstranjujejo nepolisaharidne 
spojine, vezane na lignocelulozne polimere. Med encime, ki sodelujejo pri razgradnji 
(hemi)celuloze, spadajo glikozid hidrolaze (GH) (EC 3.2.1.-), polisaharid liaze, 
ogljikohidrat esteraze in redoks encimi s pomožnimi aktivnostmi (i.e. auxilary activities, 
AA). Glikozid hidrolaze (GH) s hidrolizo cepijo glikozidne vezi in iz polisaharidnih in 
oligosaharidnih molekul sproščajo krajše oligosaharidne molekule in enostavne sladkorje 
(Lombard in sod., 2014). Različni encimi so na podlagi podobnosti aminokislinskih 
zaporedij in terciarnh struktur razdeljeni v različne družine glikozid hidrolaz (Henrissat in 
Grenoble, 1991). Pogosto se znotraj ene družine GH nahajajo encimi, ki so aktivni na 
enakih/podobnih substratih. Na osnovi podobnosti v aminokislinskih zaporedjih je mogoče 
predvidevati na katerih substratih bi lahko bil encim aktiven. V nekaterih družinah GH (npr. 
GH16) se nahajajo tudi encimi, ki razgrajujejo različne substrate (Lombard in sod., 2014). 
Večina (hemi)celulaz je sestavljenih iz ene monospecifične katalitične domene (GH), 
pogosto pa imajo še nekatalitične domene, na primer vezavno mesto za ogljikove hidrate - 
CBM (carbohydrate-binding module/domain). Domene CBM usmerjajo katalitično mesto 
encima k specifičnemu substratu in s preprečevanjem difuzije povečajo učinkovitost 
razgradnje. Nekatere glikozid hidrolaze pa imajo lahko tudi več katalitičnih domen za 




Večina ksilanaz spada med glikozid hidrolaze, saj katalizirajo hidrolitično cepitev 1,4-β 
glikozidne vezi v ksilanu. Encime, ki sodelujejo pri razgradnji ksilana, najdemo tudi v 
družini ogljikohidrat esteraz (CE). Ti so večinoma vpleteni v odstranjevanje stranskih verig 
z osnovne verige ksilana (Nakamura in sod., 2017). 
 
Primarna struktura katalitične domene vpliva na lastnosti encima in na njegovo encimsko 
aktivnost. Znotraj ene družine imajo encimi tako podobno tridimenzionalno strukturo in 
podobne molekularne mehanizme encimske razgradnje (Collins in sod., 2005). Ksilanaze se 
po tej klasifikaciji uvrščajo večinoma med glikozid hidrolaze 10 in 11, najdemo pa jih tudi 
v družinah GH 3, 5, 7, 8, 9, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51, 62, 98 in 141 (http://www.cazy.org, 
27. 6. 2018; Nguyen in sod., 2018). 
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Encime, vpletene v razgradnjo ksilana lahko opredelimo tudi glede na kemijske reakcije, ki 
jih katalizirajo in so povezane s specifičnostjo katalitskih domen za različne tipe substratov 
(Dood in Cann, 2009): 
 
• Endo-1,4-β-D-ksilanaze (EC 3.2.1.8) 
• Endo-1,3-β-ksilanaze (EC 3.2.1.32) 
• β-D-ksilozidaze (EC 3.2.1.37) 
• α-L-arabinofuranozidaze (EC 3.2.1.55) 
• α-D-glukuronidaze (EC 3.2.1.139)  
• Acetilksilan-esteraze (EC 3.1.1.72) 
• Esteraze ferulne/kumarne kisline (EC 3.1.1.73) 
 
Endo-1,4-β-D-ksilanaze (EC 3.2.1.8) so encimi, ki naključno cepijo 1,4-β glikozidne vezi 
znotraj linearne verige ksilana, endo-1,3-β-ksilanaze (EC 3.2.1.32) cepijo verige ksilana, 
kjer se molekule ksiloze povezujejo z β-1,3-glikozidnimi vezmi, β-D-ksilozidaze (EC 
3.2.1.37) pa na nereduciracijočih koncih oligosaharidnih molekul ksilana odcepljajo 
monomerne enote ksiloze. Za odstranjevanje stranskih verig, ki so vezane na osrednjo verigo 
ksilana so potrebni specifični encimi, na primer α-L-arabinofuranozidaze (EC 3.2.1.55), α-
D-glukuronidaze (EC 3.2.1.139), acetilksilan-esteraze (EC 3.1.1.72) in esteraze 
ferulne/kumarne kisline (EC 3.1.1.73) (Lombard in sod., 2014; Moreira in Filho, 2016).  
 
 
Slika 1: Zgradba ksilana in encimi, ki so potrebni za njegovo razgradnjo (prirejeno po Dood in Cann, 
2009) 
Ksilanaze proizvajajo številne bakterije, glive, praživali in insekti (Talamantes in sod., 2016; 
Berlemont, 2017). Proizvajajo jih tudi nekatere rastline, našli so jih na primer v cvetnem 
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prahu koruze (Wu in sod., 2002). Ksilanolitične encime lahko najdemo v mnogih bakterijah, 
med drugim jih proizvajajo nekatere bakterije rodov Bacillus, Geobacillus, Streptomyces, 
Staphylococcus, Cellulomonas, Micrococcus in Rhodothermus, prav tako jih proizvajajo 
številne filamentozne glive rodov Aspergillus in Penicillium (Berlemont in Martiny, 2016). 
 
2.3.1 Ksilanaze v družinah GH10 in GH11 
 
V družini glikozid hidrolaz 10 večinoma najdemo encime za razgradnjo ksilana, in sicer 
endo-1,4-β-ksilanaze (EC 3.2.1.8) in endo-1,3-β-ksilanaze (EC 3.2.1.32). Poleg teh spadajo 
v to družino tudi encimi s ksilan endotransglikozilazno aktivnostjo (EC 2.4.2.-) in encimi za 
razgradnjo α-tomatina, tomatinaze (EC 3.2.1.-). V družino GH10 spadajo rastlinski, glivni 
in bakterijski encimi, ki imajo večinoma molekulsko maso nad 30 kDa in izoelektrično točko 
(pI) pri nižjih vrednostih pH. Za encime iz družine GH10 je značilna ohranjena proteinska 
struktura (β/α)8-sodček, sestavljena iz osmih beta trakov in osmih alfa vijačnic (Paës in sod., 
2012; Naumoff, 2016). 
 
Slika 2: Tridimenzionalna struktura endo-1,4-β-ksilanaze (EC 3.2.1.8) iz družine glikozid hidrolaz 10 
(PDB koda 1BG4) (Schmidt in sod., 1998). 
V družino glikozid hidrolaz 11 se uvrščajo bakterijske in glivne ksilanaze, za katere je 
značilna majhna molekulska masa (< 30 kDa), visoka vrednost izoelektrične točke (pI) in 
širok razpon območja pH vrednosti v katerem optimalno delujejo. Njihova značilna terciarna 
struktura je beta rolada in je sestavljena iz dveh ali treh β-ploskev, ki so zložene tako, da 
ustvarjajo hidrofobno sredico encima, ter ene α-vijačnice (Moreira in Filho, 2016). 
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Slika 3: Tridimenzionalna struktura endo-1,4-β-ksilanaze (EC 3.2.1.8) iz družine glikozid hidrolaz 11 
(PDB koda 1IGO) (Oakley in sod., 2003). 
Encimi iz družin GH10 in GH11 se razlikujejo glede na nabor substratov, ki jih cepijo. 
Encimi iz družine GH11 imajo dobro ohranjeno strukturo in primarno sekvenco katalitične 
domene, kar se kaže v podobnostih med substrati, ki jih lahko cepijo in podobnih 
mehanizmih razgradnje (Paës in sod., 2012). V tej družini prevladujejo endo-β-1,4-ksilanaze 
(EC 3.2.1.8), ki cepijo samo 1,4-β-glikozidne vezi znotraj polimerne verige ksilana, niso pa 
sposobni katalizirati razcepitve celuloznih substratov. V družini GH 11 najdemo tudi endo-
β-1,3-ksilanaze (EC 3.2.1.32) (Lombard in sod., 2014). Encimi družine GH 11 so visoko 
specifični encimi, saj lahko katalitično delujejo izključno na substrat, ki vsebuje le D-
ksilozo. Po drugi strani so encimi iz družine GH10 veliko bolj raznoliki, kar se tiče substrata, 
ki ga lahko razgrajujejo. Razcepljajo lahko različne heteroksilane in tudi nekatere celobiozne 
substrate. Njihova splošna značilnost je visoka katalitična aktivnost na ksilo-oligosaharidnih 
substratih (Paës in sod., 2012). Ksilanaze iz družin GH10 in GH11 lahko tako delujejo 
sinergistično. Ksilanaze GH11 cepijo ksilan na ksilo-oligosaharide, ti pa so lahko nadalje 
razgrajeni do monomerov s pomočjo ksilanaz iz družine GH10 (Chakdar in sod., 2016).  
 
2.3.2 Lastnosti ksilanaz 
 
Najpogosteje so preučevane bakterijske in glivne ksilanaze (Chakdar in sod., 2016). 
Optimalni pogoji za aktivnost večine ksilanaz najpogosteje zajemajo temperature v 
mezofilnem območju, in sicer od 30 do 60 °C ter nevtralen ali nekoliko kisel pH okolja. 
Bakterijske ksilanaze so običajno bolj stabilne v nevtralnem ali bazičnem okolju, medtem 
ko so glivne ksilanaze bolj stabilne v kislem okolju (Collins in sod., 2005). Številni 
mikroorganizmi pa so prilagojeni na ekstremne razmere in zasedajo zelo raznolike okoljske 
niše, od ekstremno vročih območij, na primer vročih vrelcev, do zelo kislih in bazičnih 
območij. Pri mikroorganizmih, ki so prilagojeni na ekstremne razmere, so našli številne 
encime, tudi ksilanaze, ki so v takšnem okolju stabilni in ustrezno aktivni (Verma in 
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Satyanarayana, 2012; Gupta in sod., 2017). Optimalni pogoji za takšne ekstremofilne 
ksilanaze so zelo raznoliki, in sicer od 5 do 105 °C, pH vrednosti od 2 do 11, nekatere pa 
delujejo tudi pri povišanih koncentracijah NaCl (do 30 %). Termofilne (50-80 °C) in 
hipertermofilne (optimalna temperatura > 80 °C) ksilanaze pogosteje sodijo v družino GH10, 
opisane pa so bile tudi takšne, ki sodijo v družino GH11. Za stabilnost in aktivnost pri visokih 
temperaturah so potrebne številne prilagoditve v strukturi encimov, in sicer povečano število 
solnih mostičkov in vodikovih vezi, več nabitih površinskih skupin, obrnjene ponovitve 
termostabilizirajočih aminokislinskih domen, disulfidni mostički, pri ksilanazah iz skupine 
GH 11 pa tudi višja vsebnost treonina namesto serina (Collins in sod., 2005). Za industrijsko 
uporabo so najbolj pogosto zaželene ksilanaze, ki so stabilne v bazičnem okolju in/ali so 
termostabilne (Chakdar in sod., 2016). 
 
2.3.3 Uporaba ksilanaz v industriji 
 
Mikrobni ksilanolitični encimi se že uporabljajo v številnih industrijskih panogah. Velik 
pomen imajo v papirni in lesni industriji, kjer se lahko uporabljajo kot nadomestilo za 
kemikalije v procesu beljenja celulozne kaše. Encimi, ki se za to uporabljajo, morajo biti 
aktivni pri visokih temperaturah in v bazičnem okolju, poleg tega pa ne smejo imeti 
celulazne aktivnosti, da se pri obdelavi ohranijo nepoškodovana celulozna vlakna. Uporaba 
encimov v procesu beljenja je ekonomsko in okoljsko bolj ugodna, saj se s tem bistveno 
zmanjša uporaba klora in drugih kemikalij, poleg tega pa je izboljšana kakovost končnega 
produkta (Kumar in sod., 2016). Ksilanaze se lahko skupaj z lakazami namesto kemikalij 
uporabljajo tudi v predelavi odpadnega papirja za odstranjevanje črnila (Vinod Kumar in 
sod., 2018). Uporabljajo se tudi kot dodatek k živalski krmi. Številna žita so neprimerna kot 
krma za živali, saj vsebujejo veliko hemiceluloz, ki so za določene živali težko prebavljive. 
Dodatek ksilanaz v krmo izboljša razgradnjo naravnih polimerov in živalim olajša prebavo, 
s tem pa iz žit pridobijo več energije (Chakdar in sod., 2016). V farmacevtski industriji se 
ksilanaze uporabljajo za pridobivanje kratkih ksilo-oligosaharidov. Ksilo-oligosaharidi se 
uporabljajo kot prebiotiki, saj spodbujajo razmnoževanje bakterij Bifidobacterium sp., ki 
koristno vplivajo na delovanje debelega črevesja (Carvalho in sod., 2013). 
 
V prehrambni industriji se ksilanaze uporabljajo kot dodatek k moki, saj žita vsebujejo 
veliko v vodi netopnih hemiceluloz, zlasti arabinoksilanov. Ksilanaze pretvorijo le-te v 
topno obliko, kar izboljša kakovost testa in ga naredi manj lepljivega. Zmanjšanje količine 
netopnih arabinoksilanov z dodatkom ksilanaz poveča obstojnost testa, ki ga dlje časa 
shranjujejo na hladnem (Simsek in Ohm, 2009). Uporabljajo se tudi v pivovarstvu in 
proizvodnji sokov, za bistrenje piva in sokov, ter v industriji predelave zelenjave in sadja 
(Patel in sod., 2016). 
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2.3.3.1 Uporaba ksilanaz v proizvodnji biogoriv  
 
Encimi za razgradnjo lignoceluloznega materiala imajo velik potencial za pridobivanje 
bioenergije. V zadnjem času se vse pogosteje iščejo načini, kako bi zmanjšali porabo fosilnih 
goriv. Poleg izčrpanja fosilnih goriv velik problem predstavlja tudi njihov negativen vpliv 
na okolje zaradi emisij toplogrednih plinov in onesnaževanja. Zaradi vedno večje porabe 
energije in hkrati tudi vedno večje onesnaženosti okolja je pomemben izziv postalo iskanje 
novih trajnostnih, okolju prijaznejših virov energije. Biogoriva imajo velik potencial kot 
nadomestek fosilnih goriv, zato je iskanje načinov za njihovo učinkovitejše pridobivanje 
postalo v zadnjih desetletjih zelo aktualno (Armstrong in sod., 2015).  
 
Biogoriva so lahko tekočine (na primer etanol) ali plini (metan, vodik), pridobljeni z 
mikrobno razgradnjo in pretvorbo organske biomase. Lignocelulozna biomasa predstavlja 
najbolj razširjen in cenovno ugoden obnovljiv substrat (Paës in sod., 2012). Poznamo tri 
generacije biogoriv. Pri prvi generaciji se kot substrat uporabljajo sladkorji, pridobljeni z 
razgradnjo di- ali polisaharidov iz rastlin, kot so žita, sladkorna pesa in sladkorni trs ter 
maščobe iz oljnih rastlin. Problem tovrstnega pridobivanja goriv je etičnost gojenja in 
uporabe rastlin, ki so uporabne tudi za prehrano ljudi in živali, za pridobivanje goriv. Druga 
generacija biogoriv označuje biogoriva, pridobljena iz obnovljive lignocelulozne biomase, 
ki nima prehranske vrednosti, ter biomase, ki ostane kot stranski produkt ali odpad industrij 
(Elshahed, 2010). Razlika v uporabi lesne biomase in biomase agrikulturnih rastlin je v 
kemijski sestavi biomase in posledično v njenih fizikalnih lastnostih. Lesna biomasa je 
zaradi večje vsebnosti lignina bolj odporna na encimsko razgradnjo, zato je običajno 
potrebna robustnejša predobdelava biomase, da se poveča učinkovitost encimske hidrolize 
(Álvarez in sod., 2016). Energente, ki jih pridobivamo s pomočjo fotosintetskih bakterij in 
alg, ki pretvarjajo ogljikov dioksid v energetske molekule, uvrščamo v tretjo generacijo 
biogoriv (Alfenore in Molina-Jouve, 2016).  
 
Pretvorba lignoceluloze do biogoriv poteka v treh glavnih korakih. Najprej je potrebna 
fizikalna/kemijska/encimska predobdelava lignoceluloze, sledi ji encimska razgradnja do 
monomernih sladkorjev, ki jih kasneje mikroorganizmi s fermentativnimi procesi ali 
metanogenezo pretvorijo v ustrezne produkte. Ksilanolitični encimi sodelujejo pri razgradnji 
kompleksne strukture in hidrolizi lignoceluloznih substratov. Kot že rečeno je lignoceluloza 
zgrajena iz celuloze, lignina in hemiceluloze, ki se povezujejo tako preko šibkih interakcij 
(predvsem vodikovih vezi) kot tudi s kovalentnimi vezmi, ter tvorijo kompleksno in odporno 
strukturo, ki sestavlja rastlinske celične stene. Predobdelava lignoceluloze je trenutno nujen 
korak za uspešno encimsko pretvorbo tega substrata v biogoriva. Namen tega postopka je 
odstranjevanje lignina in hemiceluloze, zmanjšanje kristaliničnosti celuloze in povečanje 
površine in poroznosti substrata, predvsem pa razbitje tesne strukture lignoceluloze, kar 
omogoča hitrejšo encimsko razgradnjo v naslednjem koraku (Sindhu in sod., 2016).  
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Predobdelava je lahko mehanska (drobljenje, mletje), fizikalno-kemična (uporaba baze ali 
kisline) ali biološka (razgradnja z encimi ali mikroorganizmi). Biološka razgradnja vključuje 
številne encime za razgradnjo lignina (lignin peroksidaze, mangan peroksidaze, lakaze) in 
hemicelulaze (ksilanaze). Najbolj obetavna je kombinirana predobdelava, kjer se substrat na 
primer obdela mehansko in nato še encimsko (Sindhu in sod., 2016). 
 
Za uspešno nadaljnjo encimsko razgradnjo lignoceluloznega materiala je ključna dostopnost 
površine substrata encimom. Velikost delcev in poroznost substrata vplivata na uspešnost 
encimske razgradnje. Razdrobitev lignoceluloznega materiala na manjše delce poveča 
površino substrata za encime, večje pore pa omogočajo dostop tako večjim kot manjšim 
encimom, ki delujejo sinergistično, kar vodi v učinkovitejšo encimsko hidrolizo substrata 
(Sun in sod., 2016). Predobdelavi sledi encimska razgradnja iz substrata sproščenih 
polimerov (hemi)celuloze do monosaharidov glukoze, manoze, ksiloze, arabinoze. Za 
razgradnjo hemiceluloznih molekul so v tem koraku pomembne ksilanaze, ki razgradijo 
ksilan do ksilo-oligosaharidov in ksiloz ter pomožni encimi, ki odstranjujejo stranske verige, 
vezane na ksilanu (Sindhu in sod., 2016). V zadnji stopnji poteka fermentacija pridobljenih 
enostavnih sladkorjev do alkoholov, kislin in plinov. Fermentacija poteka s pomočjo 
mikroorganizmov, za pridobivanje etanola se pogosto uporabljajo kvasovke rodov 
Saccharomyces in Kluyveromyces ter bakterija Zymomonas mobilis (Alfenore in Molina-
Jouve, 2016).  
 
Uporaba encimov se zaradi njihovih številnih prednosti v industriji povečuje, velik pomen 
pa že imajo v najrazličnejših panogah. Kar 75 % encimov, ki se uporabljajo v industriji, 
spada med hidrolaze. Za proteazami so drugi najpogosteje uporabljeni encimi glikozidaze, 
kamor sodijo tudi celulaze, amilaze in hemicelulaze. Ksilanaze se trenutno najpogosteje 
uporabljajo v papirni in lesni industriji (Collins in sod., 2005). Uporaba encimov prinaša 
veliko pozitivnih lastnosti, saj pogosto povečajo učinkovitost procesa. Uporaba encimov 
lahko vodi tudi v bolj kakovosten končni produkt (beljenje celulozne kaše). Njihova uporaba 
je pogosto bolj okolju prijazna in ekonomična kot uporaba različnih drugih kemijskih ali 
mehanskih postopkov. V proizvodnji biogoriv se pri predobdelavi substrata s kislinami ali 
bazami pogosto tvorijo različne inhibitorne spojine, ki motijo delovne mikroorganizme v 
kasnejših stopnjah proizvodnje goriv (mikrobiološko fermentacijo sladkorjev). Z uporabo 
encimov pa se tej težavi lahko izognemo (Alfenore in Molina-Jouve, 2016).  
 
Encimi imajo velik potencial za uporabo v različnih industrijskih procesih, vendar pa so 
pogosto zahteve glede lastnosti, ki jih morajo imeti encimi, da so primerni za takšno uporabo, 
zelo visoke. Trenutno sta predobdelava lignocelulozne biomase in njegova encimska 
razgradnja do topnih produktov najdražja koraka procesa proizvodnje biogoriv. Razlog je 
prav slaba učinkovitost razgradnje in stabilnost encimov v industrijskih pogojih (Wen in 
sod., 2009). Najbolj iskani lastnosti pri industrijsko uporabnih encimih sta velika stabilnost 
in aktivnost v bazičnem okolju in v mezofilnih razmerah, ter stabilnost tudi pri višjih 
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temperaturah. Poleg tega je zaželena visoka katalitična aktivnost in specifičnost za določen 
substrat (Chakdar in sod., 2016). Med različne pristope pridobivanja encimov z želenimi 
lastnostmi spadajo predvsem različni pristopi izboljševanja že obstoječih encimov s 
proteinskim inženirstvom ter iskanje novih encimov z izboljšanimi lastnostmi. Predpogoj, 
da lahko pridobimo primernejše encime za tarčne aplikacije pa je, da dobro preučimo 
delovanje že obstoječih encimov ter povezave med njihovo strukturo in funkcijo (Alfenore 
in Molina-Jouve, 2016; Bala in Singh, 2018; Majidian in sod., 2018). 
 
Kljub razvoju bioloških goriv le ta še vedno niso konkurenčna fosilnim gorivom zaradi 
visoke cene, nizke aktivnosti in slabe stabilnosti encimov za prizvodnjo biogoriv v procesnih 
razmerah. Za uspešno iskanje novih encimov so potrebne visoko občutljive in specifične 
metode, s katerimi zaznavamo encimsko aktivnost v širokem spektru produktov kandidatnih 
genov. Večina genov za encime, ki so v industrijski uporabi, je bilo izoliranih iz 
mikroorganizmov, ki jih lahko gojimo v laboratorijskih razmerah (Montella in sod., 2016). 
Študije kažejo, da lahko danes s kultivacijskimi metodami, ki jih poznamo, v laboratoriju 
gojimo manj kot 1 % mikroorganizmov iz okolja (Torsvik in Øvreås, 2002). To pomeni, da 
obstaja v okolju velik potencial za pridobivanje različnih industrijsko pomembnih encimov, 
ki pa jih trenutno ne moremo pridobiti s kultivacijo mikroorganizmov (Berlemont in 
Martiny, 2016). Zaradi njihove metabolne raznolikosti lahko mikroorganizmi zasedajo 
najrazličnejše okoljske niše, med drugim različna ekstremna okolja, na primer ekstremno 
vroča (vroče vrelce, sulfatare) in ekstremno hladna okolja, pogosto so ta okolja tudi izjemno 
kisla ali alkalna. Mikroorganizmi, ki lahko v takšnih okoljih živijo, imajo običajno tudi 
ustrezno prilagojene encime. Encimi s prilagoditvami na ekstremne razmere imajo velik 
biotehnološki potencial v različnih industrijskih panogah, kjer procesi potekajo pri razmerah, 
ki so za večino mikrobnih encimov neugodne (Gupta in sod., 2017). 
 
2.4 ISKANJE NOVIH ENCIMOV V OKOLJU 
  
Okolja, ki imajo potencial za iskanje novih (hemi/ligno)celulolitičnih encimov, so tista, kjer 
poteka intenzivna razgradnja lignoceluloznega materiala. Takšna okolja so na primer prst, 
kompost in prebavni trakt prežvekovalcev. Prst velja za okolje z največjo mikrobno 
pestrostjo na Zemlji. V zemlji poteka razgradnja lignoceluloznega materiala s strani 
heterotrofnih organizmov in služi kroženju ogljika v okolju (Montella in sod., 2016). Tudi 
prebavni trakt prežvekovalcev, rastlinojedih žuželk in drugih rastlinojedov je naseljen z 
mikroorganizmi, ki s pomočjo encimov hidrolizirajo organsko snov in fermentirajo produkte 
hidrolize, nastali produkti fermentacije pa služijo kot vir energije živalim (Morrison in sod., 
2009). Potencialni vir novih encimov je tudi kompost, kjer poteka razgradnja odpadnega 
organskega materiala. Sestava in raznolikost mikrobnih združb in encimov, ki jih ti 
sintetizirajo, je odvisna predvsem od sestave organskega materiala v kompostu. Razgradnjo 
substrata v kompostu vršijo mikroorganizmi, ki imajo za to primerne encime (Huang in sod., 
2010). V kompostu se s časom spreminjajo fizikalni, kemijski in biološki parametri. 
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V različnih fazah tako prevladujejo različne skupine mikroorganizmov, ki se najbolj 
prilagodijo na trenutne okoljske pogoje (He in sod., 2013). Eden pomembnejših parametrov 
je temperatura, ki se spreminja skozi faze kompostiranja. Že v prvih dneh po začetku 
nastanejo termofilne razmere, kjer temperatura naraste do 65 °C. Termofilne razmere v 
kompostu trajajo okrog enega meseca, pri čemer temperatura večkrat pade in se nato 
ponovno zviša. Sledijo mezofilne razmere s temperaturo okoli 40 °C, v tretji fazi 
kompostiranja pa se temperatura zniža. Na spreminjanje mikrobne združbe vpliva tudi 
dostopnost hranil in drugi okoljski faktorji. Kompost lahko tako predstavlja vir novih 
encimov, prilagojenih na termofilne razmere (López-González in sod., 2013). 
 




Slika 4: Shema metagenomskega pristopa iskanja novih biomolekul (prirejeno po Montella in sod., 
2016) 
V sklopu iskanja novih encimov je zanimiv in relativno nov metagenomski pristop. Shemo 
poteka in metod metagenomskega pristopa prikazuje Slika 4. Metagenomika je pristop, ki 
temelji na analizi celokupne deoksiribonukleinske kisline (DNA) iz okoljskih vzorcev brez 
predhodne kultivacije mikroorganizmov. Prednost te metode je, da v vzorec zajamemo 
veliko večje število potencialnih kandidatnih genov, ki jih z izolacijo mikroorganizmov ne 
moremo pridobiti in tako razširimo pregled nad mikrobno diverziteto in potencialno 
uporabnimi biološko aktivnimi molekulami v okolju. Pri metagenomskih raziskavah najprej 
izoliramo celokupno DNA iz izbranega okoljskega vzorca, sledi konstrukcija metagenomske 
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knjižnice in analiza knjižnice za specifične gene, ki jih iščemo. Prvi korak, predobdelava 
okoljskega vzorca in izolacija celokupne DNA, je zelo pomemben, saj potrebujemo za 
sestavo metagenomske knjižnice dovolj veliko količino kakovostnih vzorcev DNA. 
Običajno se uporabljata dve metodi za izolacijo, neposredna in posredna metoda. Pri 
neposredni metodi ločimo DNA iz vzorca tako, da vzorec obdelamo z detergenti in encimi, 
nato pa sledi ekstrakcija s fenolom ali kloroformom (Xing in sod., 2012). Pri posredni metodi 
pa najprej izoliramo oziroma mehansko ločimo mikroorganizme od preostalih komponent 
vzorca in jih liziramo, nato sledi ekstrakcija DNA. Pri neposredni metodi izoliramo več 
mikrobne DNA, vendar so fragmenti DNA manjši (1-50 kilobaznih parov (kb)), vzorec pa 
vsebuje tudi veliko nečistoč. S posredno metodo izoliramo do 100x manj DNA, vendar so 
izolirani fragmenti daljši (Xing in sod., 2012). Sledi priprava metagenomske knjižnice, za 
kar je ključna izbira vektorja in gostiteljskega mikroorganizma. Najpogosteje uporabljeni 
vektorji so plazmidi, kozmidi, fozmidi in bakterijski umetni kromosomi (BAC). Izbira 
vektorja je najbolj odvisna od velikosti fragmentov, ki jih želimo uporabiti (Xing in sod., 
2012). Metagenomsko knjižnico sestavimo z ligacijo fragmentov tarčne DNA z ustreznim 
vektorjem ter transformacijo kompetentnih celic. Kot gostiteljski organizem se najpogosteje 
uporablja bakterija Escherichia coli, med možnimi gostitelji pa so pogosteje omenjene tudi 
bakterije rodu Streptomyces in Pseudomonas, ter različne kvasovke, na primer Pichia 
pastoris. Izbira gostiteljskega organizma je zelo pomembna za uspešno kloniranje vektorja 
ter za kasnejšo uspešno ekspresijo rekombinantnega gena. Tako kot pri izbiri vektorja je tudi 
pri izbiri gostitelja potrebno premisliti, katere metode bomo kasneje uporabili za analizo 
metagenomske knjižnice. Poleg omenjenih, se vse pogosteje iščejo novi gostiteljski 
organizmi (sevi), saj je izražanje mnogih evkariontskih genov v prokariontskih gostiteljskih 
organizmih pogosto neuspešno oziroma izraženi proteini niso funkcionalni (Montella in 
sod., 2016). 
 
Sledi analiza metagenomske knjižnice, ki zajema postopke, s katerimi sekvence v 
pridobljenih transformantah analiziramo glede na funkcijo in/ali glede na zaporedje. 
Funkcionalna analiza temelji na iskanju klonov, ki izražajo neko specifično pridobljeno 
lastnost, ki jo iščemo in jo je mikroorganizem pridobil z vnosom rekombinantne DNA. 
Pridobljene lastnosti iščemo s presejalnimi testi, na primer z uporabo gojišča, ki vsebuje 
substrat, ki ga lahko razgradijo le pozitivni kloni. Funkcionalna analiza je lahko zelo 
uporabna pri odkrivanju pozitivnih transformant, vendar pa ima tudi negativne lastnosti. 
Težava je lahko nepravilno ali šibko izražanje gena v transformanti. S funkcionalno analizo 
lahko zaznavamo pozitivne klone samo, če je v gostiteljski celici prišlo do pravilne 
transkripcije in translacije tarčnega gena. Prav tako je pomembno, da pride do pravilnega 
zvitja proteina in sekrecije iz celice v okolje (Xing in sod., 2012). 
Analiza nukleotidnih zaporedij v metagenomskih knjižnicah je drug način za iskanje 
pozitivnih klonov. Pri tej metodi iščemo specifične gene znotraj metagenomske knjižnice 
glede na ujemanje nukleotidnega zaporedja z že znanimi sekvencami. Uporabimo lahko 
degenerirane oligonukleotidne začetnike in z metodo PCR pomnožimo ali s hibridizacijo 
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zaznamo iskane gene, jih nato sekvenciramo in analiziramo z bioinformatskimi orodji. Ta 
metoda je primerna za iskanje genov, pri katerih ne moremo izvajati funcionalne analize, 
poleg tega pa lahko hitreje analiziramo večje število klonov kot s funkcionalno analizo. 
Tretja možnost analize metagenoma je sekvenciranje in analiza izolirane DNA brez 
predhodne izdelave metagenomske knjižnice. Slabost pristopov, ki temeljijo na 
bioinformatski identifikaciji genov, ki kodirajo tarčne encime je ta, da temeljijo na 
podobnosti z že znanimi sekvencami. S to metodo se torej omejimo na pridobivanje novih 
encimov, katerih geni vsebujejo močno ohranjene regije (Montella in sod., 2016).  
 
2.4.1.1 Heterologna ekspresija proteinov 
 
Ko v metagenomski knjižnici najdemo pozitivne klone, je pomembno, da produkte na novo 
najdenih genov tudi okarakteriziramo (opišemo njihove lastnosti). Klonirane gene lahko 
sekvenciramo in nukleotidna zaporedja s pomočjo računalniških orodij primerjamo z že 
znanimi zaporedji v spletnih bazah podatkov (bioinformatska analiza). Da bi lahko določili 
lastnosti izoliranega encima, ga običajno proizvajamo v ustrezenem heterolognem 
gostiteljskem sevu. Za uspešno izražanje proteina je pomembna izbira ekspresijskega 
vektorja, gostiteljskega organizma in ustrezni pogoji za biosintezo tarčnih proteinov. Za 
biosintezo tarčnih proteinov se lahko uporabljajo bakterije, kvasovke, filamentozne glive in 
tudi alge. Najpogosteje se uporablja bakterija Escherichia coli. Razlogi za pogosto uporabo 
E. coli za heterologno ekspresijo proteinov so hitra rast teh bakterij (v ugodnih razmerah je 
lahko generacijski čas 20 minut), rast na gojiščih iz enostavnih in poceni sestavin, hitra in 
enostavna transformacija ter enostavna izolacija in čiščenje izraženega produkta. Poleg tega 
je E. coli verjetno najbolje preučen mikroorganizem in imamo na voljo že množico 
komercialnih gensko spremenjenih sevov, prilagojenih za optimalno biosintezo proteinov z 
različnimi lastnostmi (Kaur in sod., 2017). Uporaba prokariontskih gostiteljskih organizmov 
pa je lahko neustrezna za izražanje nekaterih evkariontskih proteinov, pri katerih so potrebne 
post-translacijske modifikacije, na primer glikozilacija (Rosano in Ceccarelli, 2014).  
 
Pomembna je tudi izbira ekspresijskega vektorja. Ti imajo običajno inducibilni promotor, ki 
omogoča, da z dodatkom induktorja spodbudimo izražanje vstavljenega gena. Promotor je 
ključen za uspešno ekspresijo. Pomembno je, da je dovolj močan, da omogoča izražanje in 
akumulacijo produkta do 50 % vsebnosti proteinov celice, poleg tega mora biti strogo 
reguliran, da prepreči prekomerno akumulacijo heterolognih produktov v koncentracijah, ki 
bi bile lahko toksične za celico. Ekspresijski vektor mora vsebovati tudi selekcijski 
označevalec, ki nam omogoča prepoznavanje transformant. Najpogosteje se kot selekcijski 
označevalci uporabljajo geni za antibiotične odpornosti, pogosto gena za odpornost na 
ampicilin ali kanamicin (npr. pET-28a). Za optimalno produkcijo proteinov je potrebno 
optimizirati tudi pogoje tega procesa, najpogosteje koncentracijo induktorja v gojišču, 
temperaturo in čas inducirane proizvodnje tarčnega proteina (Kaur in sod., 2017). Encimsko 
aktivnost izraženega tarčnega encima lahko ugotavljamo z uporabo različnih sintetičnih 
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substratov, pri katerih se ob encimski modifikaciji sprošča barvilo, ki ga lahko zaznavamo z 
merjenjem absorbance pri različnih valovnih dolžina (Juturu in Wu, 2012). Za merjenje 
encimske aktivnosti glikozid hidrolaz se najbolj pogosto uporablja test reducirajočih 
sladkorjev z uporabo reagenta DNS (dinitrosalicilne kisline). Da ugotovimo optimalne 
pogoje encimskega delovanja tarčnega encima, test izvedemo pri različnih temperaturah in 
pH vrednostih. Na aktivnost ksilanaz pogosto vpliva tudi ionska jakost, prisotnost različnih 
kovinskih ionov in drugih reagentov, od katerih nekateri pogosteje delujejo kot inhibitorji 
(Hg+2, Fe+2, Co+2, Mn+2, Ag+2, Cu+2, Pb+2, EDTA in urea), drugi pa spodbudijo encimsko 
aktivnost (Ca+2, Mg+2) (Juturu in Wu, 2012; Verma in sod., 2013; Gong in sod., 2013).  
Jamnik M. Pridobivanje ksilanaze iz družine GH10 iz metagenoma komposta in ugotavljanje njenih lastnosti. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019  
 
18 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1. SHEMA DELA  
 
 
Slika 5: Shema ključnih korakov dela 
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Preglednica 1: Seznam spletnih orodij in podatkovnih baz, ki smo jih uporabili za bioinformatsko 
analizo in spletne povezave, s katerimi smo do njih dostopali 
Spletna orodja in podatkovne baze  Spletni naslov 
Blast n (NCBI) https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
Blast p (NCBI) https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
Orf finder (NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/  
CDD (NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml  
Translate tool (ExPASy) https://web.expasy.org/translate/ 
CAZy http://www.cazy.org/ 
UniProt https://www.uniprot.org/ - 
ProtParam (ExPASy) https://web.expasy.org/protparam/ 
InterProScan tool https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search 
dbCAN http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/annotate.php  
Codon Usage http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html 
DISULFIND http://disulfind.dsi.unifi.it/ 
DNA/RNA GC Content Calculator http://www.endmemo.com/bio/gc.php 
SignalP, DTU http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
 
Preglednica 2: Seznam aparatur, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu 
Aparatura Proizvajalec 
Avtoklav Kambič A-21CA  
Centrifuga Sigma 2 K15, Hettich Mikro 200R, Sigma, Eppendorf 
minispin plus.  
Elektroforeza Life Sciences, Pharmacia biotech.  
Inkubator Kambič I-205 37 °C, Sutjeska, 30 °C, Kambič I-50, 25 °C.  
Komora PCR Biosan  
Mikroskop WILD M20 
PAGE elektroforeza BIO-RAD Mini Protean  
PCR naprava Supercycler thermal cycler KYRATEC, Geneamp pcr system 
2700, Applied Biosystems. 
pH meter Calimatic 761, Knick  
Spektrofotometer Ultrospec 2100 Pro  
Stresalnik Tehtnica RVI 403 
Tehtnica Scaltec Sac51, KERN ALT 220-4NM.  
Termoblok Biosan CH-100 
Vodna kopel Tehtnica Waterbath 6L, Kambič WB 30, Sutjeska, 37 °C.  
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Preglednica 3: Seznam kemikalij, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu 
Kemikalije Proizvajalec, država 
Tehnični agar, Bakteriološki pepton, Tripton, 
Kvasni ekstrakt 
Biolife, Italija 
TEMED, 2-merkaptoetanol Carl Roth GmbH, Nemčija 
Glukoza, anhidridna Kemika, Hrvaška 
CoCl2x6H2O Lafoma, Makedonija 
APS Life Sciences, Anglija 
Agaroza Lonza, Švica 
Arabinoksilan (ang. arabinoxylan from wheat), 
Ksiloglukan (ang. xyloglucan from tamarind seed) 
Megazyme, Irska 
CaCl2x2H2O, Centrifugirke s filtrom za 
koncentriranje vzorcev, CuSO4x4H2O, DTT, 
FeCl2x4H2O, Fenol, Glicerol, HCl, K2HPO4, 
KH2PO4, Na2SO3, NaCl, NaK-tartat, SDS, Tris 
baza, BugBuster Protein EXtraction Reagent 
(Novagen), Ni-NTA His-Bind Resins (Novagen), 
Kompetentne celice Escherichia coli BL21 (DE3) 
(Novagen) 
Merck, Nemčija 
Aceton, Etanol, Metanol, Mravljična kislina, 
Ocetna kislina 
Merck KGaG, Nemčija 
Fast Gene Gel/PCR Extraction Kit Nippon Genetics, Europe  
Triton-X 100  SERVA, Nemčija 
Akrilamid, CMC, D(+)ksiloza, DNS, EDTA, IPTG, 
Kanamicin sulfat iz S. kanamyceticus, Bukov ksilan 
(ang. Xylan from beechwood), MnCl2x4H2O, 
NaHCO3, NaOH 
Sigma, ZDA 
Commasie Plus Protein Assay Reagent, DNA Gel 
nanašalno barvilo (6x), pufer Taq (10x), polimeraza 
DNA Taq, Na-acetat, PageRuler™ Plus obarvan 
proteinski označevalec (10-250 kDa), Pierce BCA 
Protein Assay Kit  
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
MiliQ UL BF, Slovenija  
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali še laboratorijsko steklovino, pipetne nastavke, 
Petrijeve plošče, mikrocentrifugirke, centrifugirke, cepilne zanke, kivete, mikrotitrske 
plošče, modele za pripravo elektroforeznih in SDS-PAGE gelov, sterilne filtre z velikostjo 
por 0,45 µm in 0,22 µm, filter papir, avtoklavirni trak. 
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3.2.1 Tarčni gen 
 
Izbrani tarčni gen je bil predhodno identificiran v vzorcih metagenomske DNA vzorcev 
komposta. Postopek ekstrakcije in analize metagenomske DNA je bil enak, kot so ga opisali 
Mello in sod. (2017), le da je bil kompost obogaten s pšenično (in ne riževo) slamo, da bi 
spodbudili rast mikrobnih združb, ki proizvajajo (hemi)celulaze. Iz vzorcev komposta je bila 
izolirana in sekvencirana celokupna DNA in z bioinformatsko analizo identificirani zapisi 
za potencialno biotehnološko zanimive encime. Med slednjimi je bila tudi domnevna tarčna 
(hemi)celulaza (z delovnim imenom xylM_3), ki je bila ligirana v plazmid pET-28a (+) med 
restrikcijski mesti Xho I in Nde I.  
 
3.2.2 Ekspresijski sev in plazmid 
 
Za heterologno ekspresijo tarčnega gena smo uporabili kompetentne celice, ekspresijski sev 
Escherichia coli BL21(DE3) COMPETENT CELLS Novagen, ki je najpogosteje uporabljen 
sev za heterologno proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Sev je brez dveh nativnih proteaz 
Lon in OmpT. Lon je proteaza v citoplazmi, ki razgrajuje proteine, ki jih celica prepoznava 
kot tuje. OmpT pa je proteaza v zunanji celični membrani in razgrajuje zunajcelične proteine 
in lahko po lizi celice razgradi rekombinantne proteine (Jiang in sod., 2002). Sev E. coli 
BL21(DE3) ima v kromosom vstavljeno kopijo zapisa za polimerazo RNA bakteriofaga T7, 
ki je pod kontrolo promotorja lacUV5. Sev nima zapisa za odpornost proti antibiotikom 
(Rosano in Ceccarelli, 2014).  
 
Za prenos tarčnega gena v kompetentne celice smo uporabili plazmid pET-28a(+) (Slika 6). 
Plazmid nosi zapis za odpornost proti antibiotiku kanamicinu, histidinsko oznako in 
promotor T7. Sistem pET je najpogosteje uporabljen ekspresijski sistem za heterologno 
ekspresijo proteinov (Kaur in sod., 2017). Tarčni geni so v vektorju pET pod kontrolo 
promotorja T7, ki ga RNA polimeraza E. coli ne prepoznava. Sev E. coli BL21(DE3) ima v 
kromosom vstavljeno kopijo zapisa za polimerazo RNA T7, ki je pod kontrolo promotorja 
lacUV5, zato lahko njen prepis induciramo z dodatkom sladkorne molekule izopropil-β-D-
tiogalaktopiranozid (IPTG) (Kumar Singha in sod., 2017). 
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Slika 6: Shema plazmida pET-28a(+) (Vector map, Novagen, 1998) Na shemi plazmida sta z rdečim 
okvirčkom označeni restrikcijki mesti (Xho I in Nde I), med kateri je vstavljen tarčni gen xylM_3. 
 
3.2.3 Priprava gojišč in založnih raztopin kemikalij  
 
Gojišče Luria-Bertani (LB) smo pripravili po navodilih proizvajalca kompetentnih celic 
Escherichia coli BL21(DE3) COMPETENT CELLS (Novagen). Sestavine (Pregednica 4) 
smo raztopili v destilirani vodi, umerili pH gojišča na 7,5, nato pa dopolnili volumen do 1 L 
z destilirano vodo. Gojišče smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in 1,3 bara. V gojišče smo 
dodali antibiotik kanamicin, ki smo ga pripravili v založni raztopini s koncentracijo 30 
mg/mL in sterilizirali s filtracijo skozi filter s porami velikosti 0,22 μm. Po avtoklaviranju 
smo v ohlajeno gojišče dodali kanamicin, tako da je bila končna koncentracija v gojišču 30 
μg/mL. Antibiotik smo sterilno dodali v agarsko gojišče pred razlivanjem plošč, v tekoče 
gojišče pa tik pred uporabo. 
  
  
Jamnik M. Pridobivanje ksilanaze iz družine GH10 iz metagenoma komposta in ugotavljanje njenih lastnosti. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019  
 
23 
Preglednica 4: Sestava gojišča Luria-Bertani 
Gojišče LB: za 1 L 
Tripton 10 g 
Kvasni ekstrakt 5 g 
NaCl 10 g 
Tehnični agar  15 g 
pH 7,5 
 
Gojišče SOC je gojišče za katabolno represijo, ki smo ga uporabili pri transformaciji 
kompetentnih celic. Sestavine, navedene v Preglednici 5, smo raztopili v destilirani vodi, 
nato smo umerili pH gojišča na 7 ter dopolnili volumen do 1 L z destilirano vodo. Gojišče 
smo nato alikvotirali in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C in 1,3 bara. V 100 mL gojišča SOC 
smo po avtoklaviranju dodali še 1,8 mL 20 % raztopine glukoze in 0,5 mL 2 M MgCl2, ki 
smo jih predhodno sterilizirali s filtracijo skozi filter s porami velikosti 0,22 μm.  
 
Preglednica 5: Sestava gojišča SOC 
Gojišče SOC: za 1 L 




NaCl 0,5 g 
KCl  0,19 g 
glukoza 20 % 
MgCl2 2 M 
pH 7 
 
Pripravili smo tudi 100 mM založno raztopino induktorja izopropil-β-D-
tiogalaktopiranozida (IPTG). Zatehtali smo 1,19 g IPTG in ga raztopili v 50 mL destilirane 
vode. Raztopino smo sterilizirali s filtracijo skozi filter s porami velikosti 0,22 µm. 
 
3.3 BIOINFORMATSKA ANALIZA 
 
Bioinformatsko analizo tarčnega gena in njegovega produkta smo izvedli z uporabo spletnih 
orodij in podatkovnih baz, ki so zbrane v Preglednici 1. Najprej smo analizirali nukleotidno 
sekvenco, ki smo jo prevedli v aminokislinsko zaporedje. Z orodjem ProtParam (Gasteiger 
in sod., 2005) smo določili osnovne lastnosti tarčnega proteina. Aminokisinsko zaporedje 
proteina smo primerjali z že znanimi zaporedji v spletnih bazah NCBI in UniProt (NCBI, 
2019; Pichler in sod., 2018). Predvideli smo prisotnost signalnih peptidov z orodjem SignalP 
(Armenteros in sod., 2019) in disulfidnih vezi z orodjem DISULFIND (Ceroni in sod., 
2006). Z orodji Conserved Domains (Marchler-Bauer in sod., 2017) in InterProScan tool 
(Jones in sod., 2014) smo poiskali in analizirali ohranjene domene znotraj tarčnega zaporedja 
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in na osnovi slednjih predvideli njegovo funkcijo. Da bi ugotovili morebitno potrebo po 
uporabi prilagojenega ekspresijskega seva, smo z orodji Codon Usage (Stothard, 2000) in 
ProtParam analizirali še sestavo kodonov v zapisu za tarčni encim in jo primerjali z uporabo 
kodonov ekspresijskega seva. 
 
3.4 TRANSFORMACIJA KOMPETENTNIH CELIC 
Na osnovi bioinformatskih analiz v tarčnem proteinu nismo predvideli lastnosti, ki bi 
narekovale uporabo posebej prilagojenega seva, zato smo za transformacijo uporabili 
kompetentne celice standardnega seva E. coli BL21(DE3) in plazmid z vstavljenim tarčnim 
genom (pET_28a_xylM_3). Liofilizirane plazmide smo suspendirali v sterilni vodi MQ, nato 
pa na spektrofotometru Nanodrop izmerili njihove koncentracije v vzorcih. Iz koncentracije 
plazmidne DNA smo izračunali volumen raztopine plazmida, ki smo jo potrebovali za 
transformacijo 20 μL kompetentnih celic (in je vseboval 5 ng plazmida).Transformacijo smo 
izvedli tako, da smo 20 μL kompetentnih celic prenesli v mikrocentrifugirke, ki smo jih 
predhodno ohladili na ledu. Celice smo pustili na ledu še 5 minut. Mikrocentrifugirko smo 
rahlo stresli, da smo resuspendirali celice. Dodali smo 1 μL raztopine plazmida 
pET_28a_xylM_3. Mikrocentrifugirko smo nato 5 minut inkubirali na ledu. Sledil je 
temperaturni šok z inkubacijo v vodno kopeli na 42 ˚C za 30 sekund. Za tem smo 
mikrocentrifugirko ponovno 2 minuti inkubirali na ledu. Dodali smo 80 μL gojišča SOC, da 
so si celice opomogle. Po transformaciji smo mikrocentrifugirko s celicami inkubirali na 
stresalniku eno uro pri 37 ˚C in 250 obr./min. Transformacijsko mešanico smo nato 
razmazali na dve LB plošči s kanamicinom, na vsako po 50 μL. Plošče smo čez noč 
inkubirali pri 37 ˚C. Plazmid pET-28a(+) nosi gen za odpornost proti antibiotiku 
kanamicinu, ki je netransformiran ekspresijski sev nima, zato smo pričakovali, da bodo na 
ploščah s kanamicinom zrastle le celice, ki so ga sprejele.  
 
3.4.1 Preverjanje prisotnosti tarčnih sekvenc v transformantah z metodo PCR  
 
Uspešnosti vnosa zaporedja za rekombinantni protein smo preverjali z metodo PCR. Izbrali 
smo šest srednje velikih kolonij, ki so bile oddaljene od drugih kolonij in jih označili s 
številkami 1-6. Kolonije smo s pipetno konico precepili na novo ploščo LB s kanamicinom. 
Plošče smo inkubirali do naslednjega dne pri 37 ˚C. Preostanek kolonije smo pobrali s 
pipetno konico in jih resuspendirali v 20 μL sterilne vode MQ, mikrocentrifugirke pa smo 
nato shranili na ledu do uporabe. Za PCR smo v namenski komori pripravili reakcijsko 
mešanico. V mikrocentrifugirki smo zmešali 10x pufer Taq, polimerazo Taq, MgCl2, 
mešanico nukleotidov (dNTP), začetne oligonukleotide in sterilno vodo brez nukleaz. 
Volumni in končne koncentracije sestavin za PCR reakcijsko mešanico so navedene v 
Preglednici 6. Uporabili smo začetne oligonukleotide, ki nalegajo na promotorsko in 
terminatorsko regijo T7 na plazmidu pET28a. Nukleotidno zaporedje začetnih 
oligonukleotidov je navedeno v Preglednici 7. Pripravili smo reakcijsko mešanico za 8 
reakcij in jo razdelili v mikrocentrifugirke. Mikrocetrifugirke smo centrifugirali nekaj 
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sekund, da se je vsa reakcijska mešanica za PCR usedla na dno, nato smo jih vrnili na led. 
Izven komore smo reakcijski mešanici dodali 1 μL suspenzije transformiranih celic. 
Pripravili smo sedem vzorcev za PCR, šest vzorcev kolonij transformant ter negativno 
kontrolo, kamor smo namesto DNA dodali enak volumen vode MQ. Mikrocentrifugirke smo 
prenesli v nosilec PCR naprave (Supercycler thermal cycler, KYRATEC). PCR je potekal 
pri pogojih, navedenih v Preglednici 8. 
 
Preglednica 6: Začetna in končna koncentracija reagentov za reakcijo PCR, ter volumen reagentov za 
eno reakcijo 









     
Začetni oligonukleotid Fw  10 µM 0,5 µM 1,25 
Začetni oligonukleotid Rw 10 µM 0,5 µM 1,25 
MgCl2 25 mM 2,5 mM 2,5 
10x pufer Taq 10 x 1 x 2,5 
Mešanica nukleotidov (dNTP) 2 mM 0,2 mM 2,5 
Taq polimeraza 5 U/µl 1,25 U 0,25 
Voda sigma  / 
   
13,75 
DNA (matrica) Bakterijska kolonija, 




Končni volumen reakcije 
    
25 
 
Preglednica 7: Nukleotidno zaporedje uporabljenih oligonukleotidnih začetnikov  
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 
T7 promotor (Fw) TAATACGACTCACTATAGGG 
T7 terminator (Rw) GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
 
Preglednica 8: Protokol, ki smo ga uporabili za pomnožitev fragmentov z metodo PCR 
 T (˚C) Čas 
št. 
ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 minut 1 




53 30 s 
Sinteza/ polimerizacija 72 120 s 
Končna 
sinteza/polimerizacija 
72 7 minut 1 
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3.4.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Velikost pomnožkov PCR smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo. Z vodno tehtnico 
smo preverili, ali je dno modela za pripravo gela ravno. Pripravili smo 1 % agarozni gel v 
0,5x pufru TBE. Zatehtali smo 1,1 g agaroze in jo zmešali z 110 mL 0,5x pufra TBE ter 
dvakrat zavreli v mikrovalovni pečici. Ko se je gel ohladil na 50 ˚C, smo ga razlili v model. 
Ko se je strdil, smo ga prenesli v banjico za elektroforezo in prelili z 0,5x pufrom TBE. Na 
gel smo nanesli 4 μL označevalca (lestvice) velikosti 1 kB, ki smo ga predhodno v razmerju 
1:6 zmešali še z 6x nanašalnim barvilom. Vzorcem smo predhodno dodali nanašalno barvilo 
(v razmerju 1:6) in nato na gel nanesli po 5 μL tako pripravljenih vzorcev. Elektroforeza je 
potekala eno uro pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel barvali v etidijevem 
bromidu 10 minut, nato pa še spirali 10-15 minut. Gel smo dokumentirali pod UV lučjo. 
Pomnožke PCR smo po elektroforezi shranili v zamrzovalnik. 
 
3.4.2.1 Sekvenciranje pomnožkov PCR- preverjanje prisotnosti histidinske značke 
 
Ker lahko med kloniranjem pride do sprememb v sekvencah tarčnih insertov, smo pomnožke 
PCR poslali na sekvenciranje ter tako preverili nukleotidno zaporedje tarčnega gena ter 
potrdili prisotnost histidinske značke v ustreznem bralnem okvirju, ki je potrebna za vezavo 
na kromatografsko kolono Ni-NTA. Za sekvenciranje smo uporabili pomnožke PCR, ki smo 
jih dobili pri preverjanju uspešnosti transformacije (poglavje 3.4.1). Pomnožke PCR smo 
vzeli iz zamrzovalnika in jih očistili s Fast Gene Gel/PCR Extraction Kit (Nippon Genetics, 
Europe) po navodilih proizvajalca za čiščenje pomnožkov PCR. Očiščene pomnožke PCR 
smo poslali na sekvenciranje v podjetje Microsynth AG, Švica. Pomnožke PCR in začetne 
oligonukleotide smo za pošiljanje pripravili po navodilih podjetja.  
 
3.4.3 Priprava založnih kultur 
 
Pozitivne transformante, ki so preko noči pri 37 ˚C zrastle na trdnem gojišču LB s 
kanamicinom, smo precepili v 5 mL tekočega gojišča LB s kanamicinom. Inkubirali smo na 
stresalniku pri temperaturi 37 ˚C in 220 obr./min. Spremljali smo rast kulture z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 600 nm. Za shranjevanje smo uporabili kulturo v eksponentni 
fazi rasti, ki je imela optično gostoto med 0,6 in 0,8. V 1,5 mL mikrocentrifugirkah smo 
sterilno zmešali 0,9 mL kulture in 0,1 mL sterilnega 80 % glicerola. Založne kulture smo 
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3.5 OPTIMIZACIJA POGOJEV HETEROLOGNE PRODUKCIJE TARČNEGA 
ENCIMA  
 
V prvem delu smo analizirali vpliv različnih dejavnikov, ki imajo pogosto vpliv na 
produkcijo, topnost in aktivnost tarčnega encima. Preverjali smo vpliv koncentracije 
induktorja v gojišču, temperature in časa inkubacije induciranih sevov. Za optimizacijo 
ekspresije tarčnega proteina smo preizkusili različne kombinacije pogojev. Preizkusili smo 
naslednje koncentracije induktorja IPTG v gojišču: 0 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM in 1 
mM. Induciran ekspresijski sev smo inkubirali pri različnih temperaturah (18 in 30 ˚C) in 
različno dolgo (20 in 24 h). Vsako kombinacijo pogojev smo preizkusili na treh ponovitvah 
vzorcev.  
 
Zamrznjeno založno kulturo izbrane pozitivne transformante smo vzeli iz zamrzovalnika, jo 
odtajali in inokulirali po 100 μL (2 % inokulum) v dve epruveti s 5 mL gojišča LB s 
kanamicinom. Kulturo smo inkubirali preko noči na stresalniku pri 30 ˚C in 220 obr./min. 
Naslednji dan smo prekonočno kulturo precepili v centrifugirke z 10 mL tekočega gojišča 
LB s kanamicinom (2,5 % inokulum). Inkubirali smo na stresalniku pri temperaturi 30 ˚C in 
220 obr./min do optične gostote 0,6-0,8. Za merjenje absorbance smo iz centrifugirk vsako 
uro aseptično odvzemali alikvote po 650 μL, ki smo jih prenesli v plastične kivete. 
Absorbanco smo merili pri valovni dolžini 600 nm, absorbanci kulture pa smo odšteli 
absorbanco sterilnega gojišča LB. Ko je optična gostota posamezne kulture prvič dosegla 
vrednost med 0,6-0,8, smo v kulturo dodali različne koncentracije IPTG med 0 in 1 mmol/L. 
Centrifugirke smo nato vrnili na stresalnik, kjer smo jih inkubirali pri izbrani temperaturi 
(18 ali 30 ˚C) in 220 obr./min. Pri polovici vzorcev je ekspresija potekala 20 ur, pri drugi 
polovici vzorcev pa 24 ur. Po 20 in 24 urah smo vzorce vzeli iz stresalnika, ter jih prenesli 
na led, da smo upočasnili delovanje proteaz, ki bi lahko razgradile tarčni protein. Vzorce 
smo centrifugirali 10 minut pri 4 ˚C in 10 000x g, da so se celice posedle. Odpipetirali smo 
supernatant, ki je predstavljal zunajcelično proteinsko frakcijo. Sediment in supernatant smo 
do uporabe shranili v zamrzovalniku pri -20 ˚C. 
 
3.5.1 Vpliv sinteze rekombinantnega proteina na rast ekspresijskega seva 
 
Da bi ugotovili ali je rekombinantni protein v proizvedenih količinah toksičen za celice 
oziroma njegova produkcija zaustavi rast ekspresijskeva seva, smo optično gostoto kulture 
spremljali tudi po dodatku induktorja IPTG. Merjenje optične gostote kulture smo izvedli 
kot je opisano v poglavju 3.5. Absorbanco vzorcev smo merili pred dodatkom induktorja ter 
2 uri in 20 ur oziroma 24 ur po dodatku induktorja.  
 
3.5.2 Pridobivanje frakcije topnih znotrajceličnih proteinov 
 
Iz sedimenta smo izolirali frakcijo celičnih proteinov z uporabo reagenta BugBuster Protein 
Extraction Reagent. Sediment smo stehtali in ga resuspendirali v ustrezni količini reagenta 
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BugBuster (5 mL reagenta na gram mokrega sedimenta), nato pa 20 minut inkubirali na 
stresalniku pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vsebino centrifugirk prenesli v 
mikrocentrifugirke. Znova smo centrifugirali, tokrat 20 minut pri 16000 x g in 4 ˚C, da so se 
ostanki celic in netopni proteini posedli. Supernatant smo prenesli v sterilne 
mikrocentrifugirke, tako smo dobili frakcijo celičnih proteinov. Sediment, ki je ostal po 
centrifugiranju, smo prav tako shranili, za primer, da ta vsebuje netopne proteine v 
inkluzijskih telescih.  
 
3.5.3 Presejalno testiranje ksilanolitične aktivnosti na agaroznih ploščah s ksilanom 
 
Ksilanolitično encimsko aktivnost različnih celičnih frakcij smo preverjali na agaroznih 
ploščah s ksilanom. Na plošče smo nanesli vzorce supernatanta, vzorce celičnih proteinov 
ter vzorce frakcije netopnih proteinov. Pripravili smo plošče z 0,4 % ksilana in 0,6 % 
agaroze. Zatehtali smo 0,8 g ksilana (Xylan from Beechwood, Sigma) in 1,2 g agaroze ter ju 
dodali v 200 mL 50 mM fosfatnega pufra (pH 6,5) in agarozo raztopili v mikrovalovni pečici. 
Ko se je raztopina nekoliko ohladila, smo jo razlili v petrijevke. S pasteurjevo pipeto smo 
naredili luknjice v plošče, in vanje vnesli po 1 μL vzorca posamezne proteinske frakcije. 
Vsak vzorec smo paralelno nanesli na dve plošči. Plošče smo inkubirali preko noči, eno pri 
25 ˚C drugo pa pri 37 ˚C.  
 
Naslednji dan smo plošče sprali z 1 M raztopino NaCl, nato smo jih prelili z barvilom Kongo 
rdeče (1 mg/mL) za eno uro. Barvilo smo odlili in plošče prelili z raztopino za razbarvanje, 
ki vsebuje 1 M NaCl v 5 mM NaOH. Barvilo Kongo rdeče se veže na polimere, na primer 
na ksilan. Kjer je polimer razgrajen, se barvilo zato spere. Plošče smo pustili čez noč, da so 
se razbarvale, nato smo jih kontrastirali s 7 % raztopino ocetne kisline. Ta spremeni barvilo 
Kongo rdeče iz rdeče v vijolično, zato so cone razgradnje ksilana bolj vidne. 
 
3.5.4 Elektroforeza SDS-PAGE 
 
SDS-PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom) je metoda, 
ki se najpogosteje uporablja za ločevanje proteinov v gelu. Pri tej metodi proteine ločujemo 
glede na njihovo dolžino zaporedij, na osnovi katere nato sklepamo o molekulski masi 
proteinov. Natrijev dodecil sulfat (SDS) denaturira proteine in tvori negativno nabite SDS-
proteinske komplekse, ki se nato v poliakrilamidnem gelu ločijo glede na dolžino 
linearizirane AK verige, pri čemer proteini z manjšo molekulsko maso potujejo hitreje 
(Králová, 1999). 
 
Za analizo z SDS-PAGE smo pripravili mešanici za ločevalni in nabijalni gel. Sestava gelov 
je podana v Preglednici 9 in Preglednici 10. Za ločevalni gel smo zmešali destilirano vodo, 
1,5 M Tris-HCl pH = 8,8, 10 % SDS in 30 % akrilamid. Po 10 minutnem odzračevanju z 
vakuumsko črpalko smo dodali 10 % amonijev persulfat (APS) in TEMED. Gel smo s pipeto 
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nanesli na sestavljeni kalup. Prelili smo ga z 100 μL destilirane vode in pustili 30-60 minut, 
da se je strdil. 
 
Preglednica 9: Sestava ločevalnega gela za SDS-PAGE analizo 
Ločevalni gel (12 %) Za 2 gela: 
dH2O 3,35 mL 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8  2,5 mL 
10 % SDS 100 μL 
30 % Akrilamid 4 mL 
Odzračimo   
10 % APS 75 μL 
TEMED 7,5 μL 
 
Za nabijalni gel smo zmešali destilirano vodo, 0,5 M Tris-HCl, pH = 6,8, 10 % SDS in 30 % 
akrilamid kot je navedeno v Preglednici 10. Po odzračevanju smo mešanici dodali 10 % 
amonijev persulfat (APS) in TEMED. Mešanico smo s pipeto prenesli v sestavljeni kalup, 
nad ločevalni gel. Vstavili smo glavniček in pustili, da se je gel strdil. 
 
Preglednica 10: Sestava nabijalnega gela za SDS-PAGE analizo 
Nabijalni gel  Za 2 gela 
dH2O 2,44 mL 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8  1 mL 
10 % SDS 40 μL 
30 % Akrilamid 0,52 mL 
Odzračimo   
10 % APS 30 μL 
TEMED 6 μL 
 
Pripravljene akrilamidne gele smo prestavili v elektroforezno banjico in jih prelili z 
elektroforeznim pufrom (sestava navedena v Preglednici 11). V prvo režo smo nanesli 5 μL 
proteinskega označevalca PageRuler Plus (Thermo Fisher Scientific), ki vsebuje devet 
proteinov, velikih 10-250 kDa. Vzorce smo zmešali z 2x nanašalnim pufrom (0,5 M Tris-
HCl, 100 % glicerol in 10 % SDS) v razmerju 1:1 ter jih inkubirali 5 minut pri 95 °C, preden 
smo jih nanesli na gel. Elektroforeza je potekala 1-2 h pri napetosti 120 V. Po končani 
elektroforezi smo gele barvali z raztopino barvila Coomassie Brilliant Blue. Pred barvanjem 
smo barvilu dodali 100 % ocetno kislino, in sicer 10 % končnega volumna (90 mL barvila 
in 10 mL ocetne kisline). Barvali smo 1 uro, nekajkrat smo barvilo z gelom nekoliko segreli 
v mikrovalovni pečici. Barvilo smo odlili, nato smo gel razbarvali z raztopino za 
razbarvanje. Tik pred razbarvanjem smo raztopini za razbarvanje dodali ocetno kislino. 
Prelili smo čez gel in pustili čez noč. Raztopino za razbarvanje smo večkrat zamenjali. 
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Sestava barvila Coomassie Brilliant Blue in raztopine za razbarvanje je podana v Preglednici 
12. 
 
Preglednica 11: Sestava elektroforeznega pufra za elektroforezo SDS-PAGE 
Elektroforezni pufer za 
elektroforezo SDS-PAGE 
Za 1 L: 
Tris 3 g 
Glicin 14,4 g 
SDS 1 g 
Destilirana voda Do 1 L 
 








Za 1 L: 
Coomassie Brilliant 
Blue 
1 g Metanol 100 mL 
Metanol 500 mL Destilirana voda 825 mL 
Destilirana voda 400 mL Ocetna kislina 75 mL (dodamo pred 
uporabo) 




3.5.5 Analiza proteinskih frakcij z encimogrami 
 
Encimogram je elektroforezna metoda za ugotavljanje molekulske mase in encimske 
aktivnosti tarčnih proteinov v vzorcu. Proteine v vzorcu revrzibilno denaturiramo in ločimo 
z akrilamidno gelsko elektroforezo, pri čemer v gel vključimo substrat za encim, ki ga želimo 
na gelu zaznati. Encime v gelu po poteku elektroforeze renaturiramo. Po barvanju gelov 
lahko ocenimo molekulsko maso in zaznamo encimsko aktivnost ločenih proteinov (Cano-
Ramírez in sod., 2017). 
 
Gele za encimograme smo pripravili enako kot gele za analizo SDS-PAGE (poglavje 3.5.4), 
le da smo v ločevalni gel vključili 0,2 % (v/w) ksilana, ki smo ga resuspendirali v destilirani 
vodi. Nanos in analiza vzorcev je potekala enako kot pri SDS-PAGE analizi. Po končani 
elektroforezi smo encimograme inkubirali v renaturacijskih raztopinah. Sestava 
renaturacijskih raztopin je podana v Preglednici 13, Preglednici 14 in Preglednici 15. Najprej 
smo vsak gel za eno uro inkubirali v renaturacijski raztopini 1, nato smo ga prelili z 
renaturacijsko raztopino 2 in pustili čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo ga prelili z 
renaturacijsko raztopino 3 in pustili 50 minut. Encimograme smo nato inkubirali 4 ure pri 
37 °C - v tem koraku je potekala encimska aktivnost renaturiranih encimov. Gele smo nato 
pobarvali z barvilom Kongo rdeče po enakem postopku kot plošče s ksilanom (poglavje 
3.5.3).  
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Preglednica 13: Sestava renaturacijske raztopine 1 
Renaturacijska raztopina 1 Za 1 L: 
1 M Tris-Cl, pH 7,5 10 mL 
Merkaptoetanol 350 µL 
Izo-propanol 200 mL 
 
Preglednica 14: Sestava renaturacijske raztopine 2 
Renaturacijska raztopina 2 Za 1 L: 
0,5 M Tris-Cl, pH 6,8 100 mL 
Merkaptoetanol 350 µL 
100 mM EDTA 10 mL 
 
Preglednica 15: Sestava renaturacijske raztopine 3  
Renaturacijska raztopina 3  
Natrij-fosfatni pufer, pH 6,5 50 mM 
 
3.5.6 Določanje celokupne koncentracije proteinov v frakcijah 
 
Za merjenje celokupne koncentracije proteinov v vzorcih ekstraktov celičnih proteinov smo 
uporabili komplet Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Najprej smo 
pripravili redčitve standardne raztopine BSA (goveji serumski albumin) za umeritveno 
krivuljo v koncentracijah 2000 µg/mL, 1500 µg/mL, 1000 µg/mL, 750 µg/mL, 500 µg/mL, 
250 µg/mL, 125 µg/mL, 25 µg/mL in 0 µg/mL. Postopek smo izvedli po navodilih 
proizvajalca. Absorbancam vzorcev smo odšteli absorbance ekstraktanta (reagenta 
BugBuster ali 50 mM fosfatni pufer). Koncentracije proteinov smo izračunali iz enačbe 
umeritvene krivulje standardnih koncentracij BSA.  
 
3.5.7 Metoda zaznavanja reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS 
 
Encimsko aktivnost v vzorcih smo spremljali preko detekcije sproščanja reducirajočih 
sladkorjev z metodo DNS Miller (1959). Sestava reagenta DNS je podana v Preglednici 16. 
Metoda omogoča hitro in enostavno zaznavanje sproščenih reducirajočih sladkorjev v 
vzorcu z dodatkom 3,5-dinitrosalicilne kisline. Ta se ob prisotnosti reducirajočih sladkorjev 
reducira v 3-amino, 5-nitrosalicilno kislino, aldehidna ali ketonska skupina sladkorja pa se 
oksidira v karboksilno skupino. Rumena barva 3,5-dinitrosalicilne kisline se ob prisotnosti 
reducirajočih sladkorjev pretvori v rdeče-rjavo barvo. Količino sproščenih sladkorjev lahko 
tako detektiramo preko merjenja absorbance pri valovni dolžini 540 nm (McKee, 2017). 
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Preglednica 16: Sestava reagenta DNS 
Reagent DNS Za 100 mL 
NaOH 1 g 
NaK-tartrat 20 g 
DNS 1 g 
Na2SO3 0,05 g 
Fenol 0,2 g 
Destilirana voda do 100 mL 
 
Za umeritveno krivuljo smo pripravili 100 mM standardno raztopino ksiloze, ki smo jo 
redčili, da smo dobili 20 mM, 15 mM, 10 mM, 5 mM in 0 mM raztopine ksiloze. 
Koncentracijo ksiloze v vsakem vzorcu smo merili v treh ponovitvah. V 200 µL standardne 
raztopine smo dodali 300 µL reagenta DNS in premešali. Inkubirali smo 15 minut v vodni 
kopeli pri 95 °C, nato smo mikrocentrifugirke inkubirali na ledu za 15 minut. Merjenje 
absorbance mešanice po reakciji smo izvedli v mikrotitrskih ploščah. Absorbanco smo merili 
pri valovni dolžini 540 nm. 
 
Kot substrat za merjenje encimske aktivnosti smo uporabili suspenzijo bukovega ksilana. 
Pripravili smo suspenzijo koncentracije 100 mg/mL v vodi MQ. Pred uporabo smo naredili 
100x redčitev založne suspenzije substrata v 50 mM natrij-fosfatnem pufru (100x redčitev- 
990 µL pufra in 10 µL substrata).Vzorce encimskega ekstrakta smo 10x redčili v ustreznem 
pufru (90 µL pufra in 10 µL celične frakcije, ki vsebuje encim). Za vsak vzorec encimskega 
ekstrakta smo merili encimsko aktivnost v treh ponovitvah. V mikrocentrifugirke smo 
napipetirali 180 µL 100x redčene suspenzije ksilana (končna koncentracija 1 mg/mL). 
Substrat smo najprej inkubirali 5 minut pri 37 °C, da se je segrel na temperaturo, pri kateri 
smo merili encimsko aktivnost. Dodali smo 20 µL 10x redčenega vzorca encimskega 
ekstrakta ter rahlo premešali. Inkubirali smo 10 minut pri temperaturi 37 °C, da je potekala 
encimska aktivnost. Dodali smo 300 µL reagenta DNS in premešali. Inkubirali smo 15 minut 
v vodni kopeli pri 95 °C, nato pa smo mikrocentrifugirke inkubirali na ledu za 15 minut. 
Vzorce smo centrifugirali 12 minut pri 14000 obr./min. Alikvote po 300 µL mešanice smo 
prenesli na mikrotitrsko ploščo in izmerili absorbanco pri 540 nm. Absorbanci encimskih 
vzorcev smo odšteli absorbanco suspenzije substrata, ki smo mu namesto encimskega 
ekstrakta dodali 20 µL pufra, v katerem je encim raztopljen. Iz enačbe standardne krivulje z 
absorbanco znanih koncentracij ksiloze smo izračunali koncentracije produktov [P] v 
vzorcih z encimom. Encimsko aktivnost smo izračunali iz enačbe 1, v katero smo vnesli 
koncentracijo sproščenih reducirajočih sladkorjev [P] v µmol, volumen reakcijske mešanice 
v mililitrih (mL) in čas inkubacije v minutah. Encimska aktivnost je tako podana v 
µmol/min. 
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 [µmol/min/IU]             …(1) 
 
Specifično encimsko aktivnost v vzorcih smo izračunali z uporabo enačbe 2 na osnovi 
podatkov o encimski aktivnosti in količine proteinov v vzorcih, podane v miligramih. 
Specifična encimska aktivnost je podana v enoti µmol /mg min (Wilson in Walker, 2010). 
 
𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖č𝑛𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑠𝑘𝑎 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 =
𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑠𝑘𝑎 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡
𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑜𝑣 𝑣 𝑟𝑒𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑠𝑘𝑖 𝑚𝑒š𝑎𝑛𝑖𝑐𝑖 (𝑚𝑔)
[µmol/mg min]        …(2) 
 
Za primerjavo encimskih aktivnost pri različnih pogojih (na primer encimska aktivnost pri 
različnih temperaturah) smo izračunali relativno encimsko aktivnost. Izmerjenim 
absorbancam vzorcev z enako sestavo smo najprej odšteli absorbance ustreznih kontrolnih 
vzorcev. Relativno encimsko aktivnost smo nato izračunali po enačbi 3 tako, da smo vsako 
izmerjeno absorbanco pri valovni dolžini 540 nm (A540nm) delili z najvišjo izmerjeno 
absorbanco v poskusu (A(540nm)max) in množili s 100, da smo dobili odstotke.  
 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑠𝑘𝑎 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡  =  
𝐴 (540𝑛𝑚)
𝐴 (540 𝑛𝑚)𝑚𝑎𝑥
× 100 [%]                 …(3) 
 
3.6 POSKUS IZOLACIJE TARČNEGA PROTEINA 
 
Da bi pridobili dovolj velike količine očiščenega proteina za vse nadaljnje analize, smo po 
optimizaciji pogojev izražanja, proizvodnjo rekombinantnega proteina prenesli v večje 
merilo. Pripravili smo gojišče LB in ga razdelili v erlenmajerice, v vsako po 100 mL, ter jih 
avtoklavirali. Po avtoklaviranju smo sterilno dodali kanamicin. Gojišče smo inokulirali z 
založno kulturo izbrane pozitivne transformante (2 % inokulum). Inokulirana gojišča smo 
nato inkubirali na stresalniku pri 30 °C in 220 obr./min dokler ni rast kulture dosegla optične 
gostote 0,6-0,8. Dodali smo IPTG v končni koncentraciji 0,5 mmol/L ter erlenmajerice vrnili 
na stresalnik, kjer so se 20 ur stresale pri 18 °C in 220 obr./min. Po 20 urah smo kulturo 
prelili v sterilne centrifugirke in centrifugirali 10 minut pri 4 ˚C in 10 000x g 1, da so se 
celice posedle. Sediment smo shranili pri -20 °C.  
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3.6.1 Priprava frakcij topnih celičnih proteinov 
 
Znotrajcelične frakcije topnih proteinov smo pripravili s tremi različnimi postopki. Prvo 
frakcijo smo pripravili z reagentom Bug Buster (a.), saj je tako pripravljena frakcija celičnih 
topnih proteinov običajno primerna za ločevanje proteinov z afinitetno kromatografijo Ni-
NTA. Ker je bil postopek ločevanja proteinov neuspešen, smo preizkusili afinitetno 
kromatografijo Ni-NTA pri denaturirajočih pogojih (b.). Za to metodo smo frakcijo topnih 
znotrajceličnih proteinov pripravili z denaturirajočim lizirajočim pufrom (sestava navedena 
v poglavju 3.6.2.2). Iz frakcije tudi s to metodo nismo uspeli osamiti aktivnega encima, zato 
smo za ugotavljanje biokemijskih lastnosti encima na koncu uporabili celični ekstrakt (c.). 
Tega smo pripravili s hitrim zamrzovanjem in tajanjem celic v tekočem dušiku. Vsi trije 
postopki so natančneje opisani spodaj. 
 
a.) Celični sediment smo lizirali z reagentom Bug Buster, postopek smo izvedli po navodilih 
prizvajalca (BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen). Postopek je opisan v 
poglavju 3.5.2. 
b.) Liza celic z denaturirajočim pufrom za afinitetno kromatografijo Ni-NTA pri 
denaturirajočih pogojih: 
Uporabili smo denaturirajoči/lizirajoči pufer, kot je navedeno v navodilih proizvajalca Ni-
NTA His-Bind Resins (Novagen), za izolacijo proteinov pri denaturirajočih pogojih. 
Postopek lize celic smo izvedli po navodilih proizvajalca. 
Sestava pufra: 8 M urea, 0,1 M natrij-fosfatni pufer, 0,01 M Tris-Cl, pH = 8. 
c.) Liza celic z zamrzovanjem v tekočem dušiku: 
Znotrajcelično proteinsko frakcijo smo pridobili iz sedimenta, ki smo ga resuspendirali v 50 
mM natrij-fosfatnem pufru pH = 6,5, nato pa smo razbili celice z izmeničnim zamrzovanjem 
in tajanjem resuspendiranega sedimenta v tekočem dušiku. Sediment smo osemkrat 
izmenično zamrznili v tekočem dušiku in ga vmes odtalili, ter premešali na vibracijskem 
mešalniku. Ostanke celic in netopne proteine smo nato odstranili s centrifugiranjem 20 minut 
pri 16000 x g in 4 ˚C. 
 
3.6.2 Afinitetna kromatografija Ni-NTA 
 
Afinitetna kromatografija Ni-NTA se uporablja za ločevanje proteinov s pripeto histidinsko 
oznako (His-Tag) iz vzorca različnih proteinov, na primer iz celotne znotrajcelične 
proteinske frakcije. Tarčnim proteinom ob vstavitvi gena v vektor pET28a dodamo 
zaporedje šestih histidinov. Zapis za histidinsko značko je združen in se prepiše skupaj z 
genom za tarčni protein. Pri metodi afinitetne kromatografije Ni-NTA uporabimo 
kromatografsko kolono z agaroznimi kroglicami, na katere so vezani nikljevi ioni. 
Imidazolni obroči histidinskih ostankov proteinov se z veliko afiniteto vežejo na nikljeve 
ione. Kolono nato spiramo, pri čemer postopno višamo koncentracijo imidazola v pufru. V 
elucijskem pufru je najvišja koncentracija imidazola, zato ta izpodrine histidinske značke 
proteinov in se veže na nikljevo agarozo, tarčni protein pa se spere iz kolone.  
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3.6.2.1 Afinitetna kromatografija Ni-NTA pri nativnih pogojih 
 
Uporabili smo komplet reagentov Ni-NTA His-Bind Resins (Novagen), postopek smo 
izvedli po navodilih proizvajalca za čiščenje nativnih, ne-denaturiranih proteinov. 
 
Predvidevali smo, da lahko elucijski pufer, v katerem je bil raztopljen protein, vpliva na 
encimsko aktivnost, zato smo po eluciji proteine prenesli v natrij-fosfatni pufer, pH = 6,5. 
Za menjavo pufra smo uporabili mikrocentrifugalne filtrske membrane (Millipore, Merck), 
ki prepuščajo manjše molekule, makromolekule (>30 kDa) pa ostanejo nad filtrom. 
 
3.6.2.2 Afinitetna kromatografija Ni-NTA pri denaturirajočih pogojih 
 
Ker smo ugotovili, da z afinitetno kromatografijo Ni-NTA pri nativnih pogojih nismo 
uspešno ločili tarčnega encima iz frakcije topnih znotrajceličnih proteinov, smo preizkusili 
metodo afinitetne kromatografije Ni-NTA pri denaturirajočih pogojih. Predvidevali smo, da 
obstaja možnost, da je histidinska oznaka proteina skrita v njegovi terciarni strukturi, kar 
lahko onemogoča vezavo proteina na matriks kromatografske kolone. Pri denaturirajočih 
pogojih se sekundarna in terciarna struktura proteina poruši, kar naj bi omogočilo vezavo 
proteina s histidinsko oznako.  
 
Uporabili smo komplet Ni-NTA His-Bind Resins (Novagen), postopek smo izvedli po 
navodilih proizvajalca za čiščenje denaturiranih proteinov. 
Pufri:  
-Pufer B: denaturirajoči/lizirajoči pufer: 8 M urea, 0,1 M natrij-fosfatni pufer, 0,01M Tris-
Cl, pH = 8 
-Pufer C: denaturirajoči pufer za spiranje: 8 M urea, 0,1 M natrij-fosfatni pufer, 0,01M    Tris-
Cl, pH = 6,3 
-Pufer D: denaturirajoči elucijski pufer: 8 M urea, 0,1 M natrij-fosfatni pufer, 0,01M Tris-
Cl, pH = 5,9 
-Pufer E: denaturirajoči elucijski pufer: 8 M urea, 0,1 M natrij-fosfatni pufer, 0,01M Tris-
Cl, pH = 4,5 
 
3.7 UGOTAVLJANJE BIOKEMIJSKIH LASTNOSTI ENCIMA V EKSTRAKTU 
 
Tarčnega encima z afinitetno kromatografijo Ni-NTA nismo uspeli v aktivni obliki izolirati 
iz ekstrakta topnih znotrajceličnih proteinov. Odločili smo se, da bomo nekatere njegove 
biokemijske lastnosti določili z analizo frakcije topnih znotrajceličnih proteinov. Uporabili 
smo frakcijo topnih znotrajceličnih proteinov, ki smo jo pridobili z lizo celic z 
zamrzovanjem v tekočem dušiku. Postopek je opisan v poglavju 3.6.1. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili enak ekstrakt, ki smo ga predhodno denaturirali pri visoki 
temperaturi. 
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3.7.1 Optimalen pH okolja za delovanje encima 
 
Za določitev optimalenega pH za delovanje tarčnega encima v ekstraktu celičnih proteinov 
smo uporabili metodo zaznavanja reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana 
v poglavju 3.5.7. Pripravili smo set 50 mM pufrov z različnimi pH vrednostmi. Sestava 
pufrov je opisana v Preglednici 17. Končni pH smo umerili z dodajanjem 0,1 M natrijevega 
hidroksida in 0,1 M klorovodikove kisline. Založno suspenzijo substrata bukovega ksilana 
(100 mg/mL) smo redčili v pripravljenih pufrih do končne koncentracije ksilana 1 mg/mL. 
Encimsko aktivnost smo merili pri temperaturi 37 °C. 
 
Za biokemijsko karakterizacijo smo uporabili encim v ekstraktu vseh znotrajceličnih 
proteinov. Za ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki niso posledica 
encimske aktivnosti) smo uporabili ekstrakt celičnih proteinov, ki smo ga inkubirali 5 minut 
v vodni kopeli pri 95 ˚C, da smo inaktivirali encim. Encimski test smo izvedli enako kot z 
aktivnim encimom z vsemi seti pufrov.  
 













































































Na2CO3 27,5 NaHCO3 22,5 
Pufre posameznih končnih pH vrednosti smo dobili tako, da smo zmešali pufer A in pufer B v volumnih, ki 
so navedeni v preglednici. Dodali smo destilirano vodo in umerili pH do željene vrednosti, če je bilo to 
potrebno.  
  
Jamnik M. Pridobivanje ksilanaze iz družine GH10 iz metagenoma komposta in ugotavljanje njenih lastnosti. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019  
 
37 
3.7.2 Optimalna temperatura delovanja encima 
 
Za ugotavljanje optimalne temperature za delovanje tarčnega encima v ekstraktu celičnih 
proteinov smo uporabili metodo zaznavanja reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS, ki 
je opisana v poglavju 3.5.7. Uporabili smo 50 mM natrij-fosfatni pufrer s pH = 6 
(Preglednica 17). Založno suspenzijo substrata bukovega ksilana (100 mg/mL) smo redčili 
v pripravljenem pufru do končne koncentracije ksilana 1 mg/mL. Encimski test smo izvajali 
pri šestih različnih temperaturah (20 ̊ C, 30 ̊ C, 37 ̊ C, 50 ̊ C, 60 ̊ C in 70 ̊ C). Za ovrednotenje 
absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki niso posledica encimske aktivnosti) smo 
uporabili encimski ekstrakt , ki smo ga inkubirali 5 minut v vodni kopeli pri 95 ˚C, da smo 
inaktivirali encim. Encimski test smo izvedli enako kot z aktivnim encimom pri vseh 
temperaturah.  
 
3.7.3 Stabilnost encima pri različnih temperaturah 
 
Stabilnost encima pri različnih temperaturah okolja smo preverjali tako, da smo aktivnost v 
encimskem ekstraktu pri štirih različnih temperaturah spremljali v različnih časovnih točkah. 
Ekstrakt celičnih proteinov smo inkubirali v 50 mM natrij-fosfatnem pufru pH 6 pri 
temperaturah 23 ˚C, 30 ˚C, 37 ˚C in 50 ˚C ter analizirali vzorce po eni uri, treh urah, petih 
urah in 24 urah. Po inkubaciji smo dodali substrat (suspenzijo ksilana) do končne 
koncentarcije 1 mg/mL in merili encimsko aktivnost z metodo zaznavanja reducirajočih 
sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 3.5.7. Encimsko aktivnost smo merili 
pri temperaturi 50 ˚C. Za ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki niso 
posledica encimske aktivnosti) smo uporabili encimski ekstrakt, ki smo ga inkubirali 5 minut 
v vodni kopeli pri 95 ˚C, da smo inaktivirali encim. Protokol smo izvedli enako kot z 
aktivnim encimom pri vseh temperaturah.  
 
3.7.4 Vpliv ionske jakosti pufra na encimsko aktivnost 
 
Vpliv ionske jakosti pufra na encimsko aktivnost tarčnega encima smo preverjali z metodo 
zaznavanja sproščanja reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 
3.5.7. Pripravili smo različne koncentracije natrij-fosfatnega pufra pH = 6, kot je prikazano 
v Preglednici 18. Založno suspenzijo substrata ksilana (100 mg/mL) smo redčili v 
pripravljenih natrij-fosfatnih pufrih do končne koncentracije ksilana 1 mg/mL. Encimsko 
aktivnost smo merili pri pri temperaturi 50 ˚C. Za merjenje encimske aktivnosti pri 
temperaturi 50 °C smo se odločili zato, ker smo predhodno izmerili najvišjo encimsko 
aktivnost pri tej temperaturi. Za ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki 
niso posledica encimske aktivnosti) smo uporabili encimski ekstrakt, ki smo ga inkubirali 5 
minut v vodni kopeli pri 95 ˚C, da smo inaktivirali encim. Celoten postopek smo izvedli 
enako kot z aktivnim encimom z vsemi seti pufrov.  
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A 1 Na2HPO 12  NaH2PO4 88 / 
B 0,5 A 50  / / 50 
C 0,1 A 10  / / 90 
D 0,05 C 50  / / 50 
E 0,025 D 50  / / 50 
F 0,005 D 10  / / 90 
 
3.7.5 Ugotavljanje aktivnosti encima na različnih substratih 
 
Aktivnost tarčnega encima v ekstraktu smo preverili na štirih različnih substratih: na 
bukovem ksilanu, arabinoksilanu iz pšenice, ksiloglukanu in karboksimetil celulozi (CMC). 
Uporabili smo metodo zaznavanja reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana 
v poglavju 3.5.7. Pripravili smo založne suspenzije arabinoksilana, ksiloglukana in CMC v 
koncentraciji 10 mg/mL. Vse substrate smo nato redčili s 50 mM natrij-fosfatnim pufrom 
pH = 6 do končne koncentracije 1 mg/mL. Encimsko aktivnost smo merili 10 minut pri 
temperaturi 50 ˚C. Za ugotavljanje aktivnosti na različnih substratih pri tej temperaturi smo 
se odločili zato, ker smo predhodno pri tej temperaturi detektirali najvišjo encimsko 
aktivnost na bukovem ksilanu. Za ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki 
niso posledica encimske aktivnosti) smo uporabili encimski ekstrakt, ki smo ga inkubirali 5 
minut v vodni kopeli pri 95 ˚C, da smo inaktivirali encim. Ostali postopek smo izvedli enako 
kot z aktivnim encimom z vsemi substrati. 
 
3.7.6 Vpliv NaCl na encimsko aktivnost  
 
Vpliv slanosti okolja na aktivnost tarčnega encima smo prav tako preverjali preko 
zaznavanja sproščanja reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 
3.5.7. Preverjali smo delovanje tarčnega encima v okolju z različnimi koncentracijami 
natrijevega klorida NaCl. Pripravili smo 50 mM natrij-fosfatni pufer pH = 6 z različnimi 
koncentracijami soli NaCl (Preglednica 19), v katerih smo razredčili založno suspenzijo 
ksilana do končne koncentracije 1 mg/mL. Encimsko aktivnost smo merili pri temperaturi 
50 ˚C. Za ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki niso posledica encimske 
aktivnosti) smo uporabili encimski ekstrakt, ki smo ga inkubirali 5 minut v vodni kopeli pri 
95 ˚C, da smo inaktivirali encim. Ostali protokol smo izvedli enako kot z aktivnim encimom 
v vseh navedenih pufrih.  
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založne  2 M 
raztopine 
NaCl (mL) 
Volumen 0,1 M natrij-





0 0 5 5 
0,001 0,005 5 4,995 
0,05 0,25 5 4,75 
1 5 5 0 
 
3.7.7 Vpliv kovinskih ionov na encimsko aktivnost 
 
Preverjali smo tudi potencialni vpliv izbranih kationov na ksilanolitično aktivnost tarčnega 
encima v ekstraktu znotrajceličnih proteinov. Tudi tu smo uporabili metodo zaznavanja 
reducirajočih sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 3.5.7. V 50 mM natrij-
fosfatni pufer pH = 6 smo dodali po eno vrsto izbranih kationov: Ca2+ (v obliki CaCl2), Cu
2+ 
(CuCl2 x 2H2O), Mg
2+ ( MgCl2 x 6H2O), Mn
2+ (MnCl2 x 4H2O), K
+ ( KCl), Co2+ ( CoCl2) in 
Fe2+ (FeCl2 x 6H2O) v koncentracijah 1 mmol/L, 5 mmol/L ali 10 mmol/L . V pufrih z 
dodanimi kationi smo redčili založno suspenzijo ksilana (100 mg/mL) do končne 
koncentracije 1 mg/mL. Encimsko aktivnost smo merili pri temperaturi 50 ˚C. Za merjenje 
encimske aktivnosti pri temperaturi 50 °C, ki se je predhodno izkazala kot optimalna. Za 
ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki niso posledica encimske aktivnosti) 
smo uporabili encimski ekstrakt, ki smo ga inkubirali 5 minut v vodni kopeli pri 95 ˚C, da 
smo inaktivirali encim. Protokol smo izvedli enako kot z aktivnim encimom z vsemi seti 
pufrov.  
 
3.7.8 Vpliv kemikalij in organskih topil na encimsko aktivnost 
 
Preverjali smo tudi vpliv izbranih kemikalij, s potencialnim vplivom na proteinsko strukturo, 
na ksilanolitično aktivnost tarčnega encima v ekstraktu znotrajceličnih proteinov. Vpliv 
dodanih kemikalij smo preverjali preko zaznavanja sproščanja reducirajočih sladkorjev z 
reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 3.5.7. V 50 mM natrij-fosfatni pufer pH = 6 smo 
dodali po eno od izbranih kemikalij: reducenta ditiotreitol (DTT) in β-merkaptoetanol, 
kelator etilendiamintetraocetno kislino (EDTA), detergent TritonX-100 ali proteazni 
inhibitor fenil metan sulfonil fluorid (PMSF) v različnih koncentracijah (0,2-20 mM). DTT 
in β-merkaptoetanol sta reducenta disulfidnih vezi in tako lahko vplivata na strukturo 
encima. PMSF je inhibitor serinskih proteaz. EDTA deluje kot kelator dvovalentnih ionov, 
Triton X-100 pa je neionski detergent, ki poruši hidrofobne interakcije znotraj encimske 
strukture. V pufrih z dodanimi kemikalijami smo redčili založno suspenzijo ksilana (100 
mg/mL) do končne koncentracije 1 mg/mL. Encimsko aktivnost smo merili v pri predhodno 
ugotovljeni optimalni temperaturi delovanja. 
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Preverjali smo tudi obstojnost encima v prisotnosti organskih topil in kislin, ki se pogosto 
uporabljajo v biotehnoloških in industrijskih procesih predobdelave lignoceluloznih 
substratov. Uporabili smo etanol, metanol, aceton, mravljično kislina in ocetno kislino, ki 
smo jih v reakcijsko mešanico dodali v 5 % (v/v), 10 % (v/v) in 20 % (v/v) končnih 
volumnov reakcije. Pripravili smo ustrezne alikvote 50 mM natrij-fosfatnega pufra pH 6 z 
izbranimi koncentracijami organskih topil in kislin, v katerih smo redčili založno suspenzijo 
ksilana (100 mg/mL) do končne koncentracije 1 mg/mL. Encimsko aktivnost smo merili pri 
temperaturi, za katero smo predhodno ugotovili, da je optimalna za encimsko aktivnost (50 
˚C). Za ovrednotenje absorbance ozadja (molekul v ekstraktu, ki niso posledica encimske 
aktivnosti) smo uporabili encimski ekstrakt, ki smo ga pred uporabo inkubirali 5 minut v 
vodni kopeli pri 95 ˚C, da smo inaktivirali encim. Encimski test smo izvedli enako kot z 
aktivnim encimom z vsemi seti pufrov.  
 
3.8 STATISTIČNA ANALIZA REZULTATOV 
 
Za osnovno statistično obdelavo rezultatov smo uporabljali programsko opremo Microsoft 
Office Excel in Statistica 7. Statistično značilnost rezultatov smo preverjali z metodo analize 
variance ANOVA, čemur je sledil Duncanov test. Statistično značilne razlike s p-vrednostjo 
pod 0,05 med posameznimi (kontrolnimi) vzorci so na grafičnih prikazih rezultatov 
označene z zvezdico (*).  
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4.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA 
 
4.1.1 Predvidene lastnosti tarčnega gena in njegovega produkta  
 
Bioinformatsko analizo tarčnega zaporedja smo izvedli z uporabo spetnih orodij in 
podatkovnih baz, ki so navedene v Preglednici 1. Pridobili smo osnovne parametre in 
lastnosti proteina, ki smo jih kasneje uporabili pri laboratorijskem poskusu. Podatki, 
pridobljeni z bioinformatsko analizo, so zbrani v Preglednici 20.  
 
Najprej smo analizirali nukleotidno zaporedje ter izračunali, da je teoretična dolžina tarčnega 
gena (vključka), vstavljenega v plazmid, 2091 nuklotidov. Predvideli smo tudi nekatere 
osnovne parametre produkta tarčnega gena: molekulsko maso (Mw) 63,3 kDa in teoretično 
izoelektrično točko 4,9. Ugotovili smo tudi, da ima protein šest cisteinov, vendar nima 
predvidenih disulfidnih vezi. Na N-terminalnem delu proteina smo identificirali ohranjeno 
zaporedje za signalni peptid, dolžine 44 aminokislin.  
 
Z orodjem InterProScan tool (EMBL-EBI) smo poiskali ohranjene domene in motive, na 
podlagi katerih smo sklepali o funkciji tarčnega proteina. V aminokislinski sekvenci 
tarčnega proteina smo identificirali domene, značilne za proteine, ki so vpleteni v razgradnjo 
ogljikovih hidratov. Identificirane ohranjene domene kažejo podobnost z domenami 
proteinov, katerih molekularna funkcija je hidrolazna aktivnost, vezava ogljikovih hidratov 
in polisaharidov ter razcep O-glikozide vezi.  
 
Aminokislinsko sekvenco proteina smo primerjali z že znanimi zaporedji v spletnih bazah 
podatkov NCBI protein in Uni-Prot (EMBL-EBI). Najbližje tarčnemu zaporedju v bazi 
NCBI so hipotetični protein iz bakterije Cellvibrio sp. PSBB006, hipotetični protein iz 
bakterije Marinimicrobium agarilyticum in hipotetični protein iz bakterije Gilvimarinus 
polysaccharolyticus. V bazi UniProt smo identificirali zaporedja z največjo podobnostjo 
tarčnemu proteinu: beta-ksilanaza iz bakterije Cellvibrio sp. PSBB006, beta-ksilanaza iz 
bakterije Marinimicrobium sp. in beta-ksilanaza iz bakterije Alteromonadaceae bacterium.  
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Preglednica 20: Osnovne lastnosti in podobne sekvence tarčnega proteina, predvidene z uporabo 
spletnih bioinformatskih orodij in baz podatkov  












4,90 ProtParam, ExPASy 
Indeks nestabilnosti 31,77 ProtParam, ExPASy 
Alifatični indeks 71,25 ProtParam, ExPASy 
Število 
negativno/pozitivno 
nabitih AK ostankov 
45/20 ProtParam, ExPASy 
CAI (ang. Codon 
Adaptation Index) 




Ni predvidenih disulfidnih vezi DISULFIND 




Metabolizem ogljikovih hidratov InterProScan tool, 
EMBL-EBI 




Hidrolazna aktivnost, hidroliza O-glikozidnih vezi, vezava 








sekvenc z največjo 
podobnostjo (v bazi 
NCBI) 
 
Rezultati iskanja Prekrivanje E-
vrednost 
Identičnost  
Hipotetični protein iz 
Cellvibrio sp. 
PSBB006 






Hipotetični protein iz 
Marinimicrobium 
agarilyticum 
100 % 0,0 79 % 
Hipotetični protein iz 
Gilvimarinus 
polysaccharolyticus 






sekvenc z največjo 
podobnostjo  





















79,8 % 0,0 66,7 % 
AK = aminokislina, kDa = kilo Dalton, pI = izoelektrična točka  
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4.1.1.1 Ohranjene domene  
 
Z uporabo spletnih orodij CD search (ang. conserved domain database search, NCBI) in 
InterProScan (EMBL-EBI) smo znotraj aminokislinskega zaporedja tarčnega proteina 
poiskali ohranjene domene. Identificirane domene in njihovo predvideno lokacijo v 
zaporedju prikazuje Slika 7. Z uporabo baze CDD smo v AK zaporedju proteina identificirali 
tri ohranjene domene: dobro ohranjeno katalitsko domeno, značilno za glikozid hidrolaze iz 
družine 10 ter dve vezavni mesti za ogljikove hidrate (CBM 2 in CBM 60). Glede na 
podobnost z že opisanimi domenami je bilo mogoče predvideti, da je CBM 2 vezavno mesto 
za celulozo, CBM 60 pa se veže na ksilan. S spletnim orodjem InterProScan smo poleg 
domen, ki smo jih identificirali v bazi podatkov CDD, na N-terminalnem delu proteina 
identificirali signalni peptid, dolg 44 aminokislin. Podatki o ohranjenih domenah, 
identificiranih znotraj tarčnega zaporedja, njihova lokacija, in opisi so zbrani v Preglednici 
21. 
 









E- vrednost Opis 
CDD, NCBI 






50-142 93 3,74 × 10-20 




174-248 75 1,07 × 10-10 










CBM 2 50-143 94 4,9 × 10-18 
Domena za vezavo 
celuloze 
CBM 60 174-253 80 5,0 × 10-9 
Modul za vezavo 
sladkorjev, domena 
za vezavo ksilana 
Signalni peptid 1-44 44 / Signalni peptid 
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Slika 7: Ohranjene domene v AK zaporedju tarčnega encima predvidene na osnovi analize s spletnimi 
orodji CD search in Interproscan (shema: MyDomains - Image Creator, ExPASy; Hulo in sod., 2008) 
SP = signalni peptid, CBM_2 = domena za vezavo sladkorjev, CBM_60 = modul za vezavo sladkorjev, 
domena za vezavo ksilana, GH10 = ohranjena katalitska domena značilna za glikozid hidrolaze iz družine 10, 
rdeči oznaki na domeni GH10 = aktivni mesti (419. aminokislina je protonski donor, 522 aminokislina je 
nukleofil). Predvidena dolžina proteina je 590 aminokislin.  
 
4.2 PREVERJANJE USPEŠNOSTI PRENOSA TARČNEGA GENA V EKSPRESIJSKI 
SEV 
 
Tarčni gen xylM_3, vstavljen v plazmid pET-28a(+), smo želeli heterologno izraziti in ga 
biokemijsko okarakterizirati. Plazmid z vstavljenim tarčnim zaporedjem smo transformirali 
v ekspresijski sev E. coli BL21(DE3). Plazmid pET-28a(+) nosi gen za odpornost proti 
antibiotiku kanamicinu, ekspresijski sev E. coli BL21(DE3) pa tega gena nima, zato celice 
brez plazmida na gojišču s kanamicinom ne zrastejo. Sprejem plazmida pa ne zagotavlja tudi 
privzema tarčnega gena, saj lahko med postopkom ligacije pride do izpada genskega 
vključka. Da bi preverili, ali izbrane kolonije na ploščah vsebujejo plazmid z vključenim 
tarčnim zaporedjem, smo s PCR pomnožili del nt zaporedja med promotorjem in 
terminatorjem T7, kjer naj bi bilo vključeno tarčno zaporedje. Pomnožke PCR smo 
analizirali z agarozno gelsko elekroforezo (Slika 8). Pričakovana dolžina pomnožka 
pozitivne transformante, kjer je tarčno zaporedje vstavljeno v plazmid, je 2091 nukleotidov. 
Predvidena dolžina pomnožkov, kjer tarčni gen ni vstavljen v plazmid, je 337 nukleotidov 
(brez izreza med dvema restrikcijskima mestoma) ali 257 nukleotidov (izrez med dvema 
restrikcijskima mestoma in zlepljanje praznega plazmida). Slika 8 prikazuje pomnožke 
plazmida z vključkom xylM_3 v stolpcih 2-7. V stolpcih 8-19 so nanešeni pomnožki 
plazmidov z vključenima dvema drugima tarčnima zaporedjema, ki jih v tej magistrski 
nalogi nismo dalje obravnavali. V stolpcu 20 je negativna kontrola (reakcijska mešanica za 
PCR v katero nismo dodali matrične DNA). Ugotovili smo, da je pri vseh transformantah v 
stolpcih 2-7 pomnožek PCR dolg približno 2000 bp, torej je v plazmid vstavljen vključek. 
Sklepali smo, da je v vseh izbranih transformantah prisoten plazmid z vključkom xylM_3, ki 
smo ga želeli heterologno izraziti. Pomnožki so sicer glede na proteinski standard nekoliko 
krajši od predvidenih 2091 nukleotidov. S sekvenciranjem smo potrdili zaporedje tarčnega 
gena ter prisotnost histidinske značke v pravem bralnem okvirju.  
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Slika 8: Agarozna gelska elektroforeza s katero smo preverjali uspešnost prenosa tarčnega gena v 
kompetentne celice 
1 = nukleotidni označevalec (GeneRuler, 1kb DNA), 2-7 = pomnožki PCR pozitivnih transformant z 
vstavljenim plazmidom z vključkom xylM_3, 20 = negativna kontrola, pomnožek PCR brez dodane matrice 
DNA, 8-13 = pomnožki PCR pozitivnih transformant z vstavljenim plazmidom z vključkom xylM_8, 14-19 = 
pomnožki PCR pozitivnih transformant z vstavljenim plazmidom z vključkom xylM_13. Transformant z 
vključkoma xylM_8 in xylM_13 v magistrski nalogi nismo nadalje obravnavali.  
 
4.3 UGOTAVLJANJE OPTIMALNIH POGOJEV BIOSINTEZE TARČNEGA ENCIMA 
 
Da bi pridobili čim višjo koncentracijo topnega, aktivnega rekombinantnega proteina, smo 
postopek biosinteze izvedli v različnih pogojih ter primerjali količino in aktivnost 
pridobljene encimske frakcije. Ekspresijsko kulturo smo inducirali s petimi različnimi 
koncentracijami induktorja IPTG (0; 0,25; 0,5; 0,75 in 1 mM), po indukciji pa inkubirali pri 
dveh različnih temperaturah (18 in 30 °C). Izražanje gena po dodatku induktorja je potekalo 
20 in 24 ur. Pred in po dodatku induktorja smo spremljali optično gostoto ekspresijske 
kulture in izrisali rastno krivuljo, da bi ugotovili, ali izražanje tarčnega proteina vpliva 
oziroma zaustavi rast celične kulture. Nekateri proteini, ki jih želimo heterologno izraziti, so 
lahko (še posebno v večjih količinah) toksični za celico. Bakterije po indukciji v tem primeru 
ne rastejo oziroma rastejo zelo slabo, zato je smiselno uporabiti prilagojene ekspresijske seve 
(Overton, 2014). Slika 9 prikazuje izris rastnih krivulj za ekspresijske kulture, inducirane s 
petimi različnimi koncentracijami induktorja IPTG. Predvidevali smo, da se bodo v primeru, 
da je izražanje proteina toksično za celico, rastne krivulje kultur, ki smo jim dodali IPTG 
razlikovale od kontrole, kamor nismo dodali induktorja. Ugotovili smo, da se po 20 urah 
izražanja proteina optična gostota ekspresijskih kultur z dodanim induktorjem v nobeni od 
testiranih koncentracij statistično značilno ne razlikuje od kontrole brez IPTG (p < 0,05). 
Optična gostota kulture brez dodanega IPTG je po 20 urah dosegla vrednost 1,52 ± 0,05, 
kultura z 0,25 mM koncentracijo IPTG je dosegla vrednost 1,48 ± 0,04, kultura z 0,5 mM 
koncentracijo IPTG je dosegla vrednost 1,52 ± 0,03, kultura z 0,75 mM koncentracijo IPTG 
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je dosegala vrednost 1,48 ± 0,02 in kultura z 1 mM koncentracijo IPTG je dosegla vrednost 




Slika 9: Grafični prikaz meritev optične gostote (OD600) v petih ekspresijskih kulturah, ki smo jih 
inducirali z različnimi koncentracijami induktorja IPTG 
OD 600 (nm) = optična gostota pri valovni dolžini 600 nm, h = ura, 0 mM IPTG = ekspresijska kultura, ki je 
nismo inducirali z induktorjem IPTG. 0,25 mM IPTG = ekspresijska kultura, ki smo jo po 3,5 h rasti inducirali 
z 0,25 mM koncentracijo induktorja IPTG. 0,5 mM IPTG = ekspresijska kultura, ki smo jo po 3,5 h rasti 
inducirali z 0,5 mM koncentracijo induktorja IPTG. 0,75 mM IPTG = ekspresijska kultura, ki smo jo po 3,5 h 
rasti inducirali z 0,75 mM koncentracijo induktorja IPTG. 1 mM IPTG = ekspresijska kultura, ki smo jo po 3,5 
h rasti inducirali z 1 mM koncentracijo induktorja IPTG. Na sliki so prikazane povprečne vrednosti in 
standardni odkloni (n=3) meritev optične gostote (ANOVA, Duncanov test, p<0,05). 
 
Po dodatku IPTG smo ekspresijsko kulturo inkubirali 20 in 24 ur. Želeli smo primerjati 
količino in aktivnost rekombinantne ksilanaze in preveriti njeno lokacijo in topnost. V ta 
namen smo analizirali naslednje frakcije: proste zunajcelične proteine, topne znotrajcelične 
proteine in netopne celične proteine. Celice smo najprej ločili od gojišča. Tako smo pridobili 
frakcijo prostih zunajceličnih proteinov (frakcija S). Po lizi celic smo pridobili še frakciji 
topnih znotrajceličnih proteinov (frakcija L) in netopnih celičnih proteinov (frakcija P). 
Glede na bioinformatsko analizo smo predvidevali, da tarčni protein razgrajuje ksilan, zato 
smo potencialno encimsko aktivnost vseh proteinskih frakcij presejalno testirali na 
agaroznih ploščah s ksilanom. Slika 10 prikazuje agarozne plošče z nanešenimi vzorci 
proteinskih frakcij poskusa, kjer je izražanje potekalo 20 ur pri 18 °C. Encimsko razgradnjo 
ksilana smo zaznali v vseh frakcijah topnih, pa tudi v frakcijah netopnih celičnih proteinov. 
Cona razgradnje ksilana je bila opazno večja v vseh frakcijah topnih znotrajceličnih 
proteinov. Šibko encimsko razgradnjo smo zaznali tudi pri nekaterih vzorcih supernatanta 
(4S – 0,75 mM IPTG in 5S – 1 mM IPTG). Pri negativni kontroli (NK) encimske aktivnosti 
nismo zaznali. Encimsko aktivnost smo zaznali tudi v vzorcih, kjer nismo dodali IPTG (1S, 
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Slika 11 prikazuje agarozne plošče z nanešenimi frakcijami topnih znotrajceličnih proteinov, 
kjer je izražanje potekalo 20 in 24 ur pri 18 °C. Vzorci z ozakami 1-5 so frakcije topnih 
znotrajceličnih proteinov z naraščajočimi koncentracijami (0-1 mM) IPTG po 20 urah 
izražanja. Vzorci z ozakami 6-10 so frakcije topnih znotrajceličnih proteinov z naraščajočimi 
koncentracijami (0-1 mM) IPTG po 24 urah izražanja. Cone razgradnje ksilana so vidne pri 
vseh vzorcih, vključno z vzorci brez dodanega induktorja (oznaka 1 in 6).  
 
 
Slika 10: Agarozni plošči s ksilanom, na katerih smo preverjali ksilanolitično encimsko aktivnost v 
različnih celičnih frakcijah ekspresijskih kultur, induciranih z različnimi koncentracijami induktorja 
IPTG 
NK = negativna kontrola (reagent za lizo celic brez proteinskega ekstrakta), S = zunajcelična frakcija 
(supernatant), L = znotrajcelična frakcija topnih proteinov, pridobljena z reagentom BugBuster (Novagen), P 
= znotrajcelična frakcija netopnih proteinov, 1 = kultura, ki je nismo inducirali z IPTG, 2-5 = kultura, ki smo 
jo inducirali z različnimi koncentracijami induktorja IPTG ( 0,25; 0,5; 0,75 in 1 mM). Plošče smo inkubirali 
preko noči pri 37 °C. 
 
 
Slika 11: Agarozna plošča s ksilanom, na kateri smo preverjali ksilanolitično encimsko aktivnost v 
frakcijah topnih znotrajceličnih proteinov ekspresijskih kultur, 20 ali 24 ur po indukciji z različnimi 
koncentracijami IPTG 
1 = brez induktorja IPTG, po 20 urah od indukcije, 2-5 = 0,25; 0,5; 0,75 in 1 mM koncentracija induktorja 
IPTG, po 20 urah indukcije, 6 = brez induktorja IPTG, po 24 urah od indukcije, 7-10 = 0,25; 0,5; 0,75 in 1 mM 
koncentracija induktorja IPTG, po 24 urah indukcije. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
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Frakcije topnih znotrajceličnih proteinov smo nato analizirali na gelu SDS-PAGE in 
encimogramu, ki ju prikazuje Slika 12. Na encimogramu smo zaznali cone razgradnje 
ksilana okrog proteina z Mw med 55 in 72 kDa pri vseh nanešenih vzorcih, vključno z vzorci 
z 0 mM koncentracijo IPTG (stolpec 2 in 6). Predvidevamo, da gre za produkt xylM_3, 
katerega predvidena Mw je 63,3 kDa. Na gelu SDS-PAGE v območju med 55 in 72 kDa 




Slika 12: SDS-PAGE gel (levo) in encimogram (desno), na katerih smo analizirali frakcije topnih 
znotrajceličnih proteinov ekspresijskih kultur, 20 ali 24 ur po indukciji z različnimi koncentracijami 
IPTG 
1 = proteinski označevalec (PageRuler Plus, 10 do 250 kDa), 2 = brez induktorja IPTG, po 20 urah indukcije, 
3-6 = 0,25; 0,5; 0,75 in 1 mM koncentracija induktorja IPTG, po 20 urah indukcije, 7 = brez induktorja IPTG, 
po 24 urah indukcije, 8-10 = 0,25; 0,75 in 1 mM koncentracija induktorja IPTG, po 24 urah indukcije. 
Teoretična velikost tarčnega encima je 63,3 kDa. Encimogram na desni smo pred barvanjem inkubirali 4 ure 
pri 37 °C. Isti vzorci so v enakih volumnih nanešeni na gel SDS-PAGE in encimogram.  
 
V frakcijah topnih znotrajceličnih proteinov smo izmerili celokupne koncentracije proteinov 
in encimsko aktivnost. Primerjali smo vzorce ekspresijskih kultur z dodanimi različnimi 
koncentracijami induktorja, ki smo jih med ekspresijo tarčnega proteina inkubirali pri dveh 
različnih temperaturah (18 in 30 °C). Želeli smo preveriti tudi vpliv temperature inkubacije 
na izražanje tarčnega proteina. Specifična encimska aktivnost (Slika 13) je bila statistično 
značilno višja pri vzorcih, kjer je ekspresija potekala pri 18 °C (p<0,05). Specifična 
encimska aktivnost nam pove, kakšna je encimska aktivnost glede na koncentracijo vseh 
proteinov v vzorcu. Predvidevamo, da je v vzorcih, kjer je ekspresija potekala pri 18 °C višji 
delež topnega aktivnega produkta xylM_3. Opazen je tudi vpliv dodatka IPTG, saj smo 
izmerili statistično značilno nižjo specifično encimsko aktivnost v vzorcu, kjer induktorja 
nismo dodali (0 mM IPTG). Tudi pri vzorcih, kjer je ekspresija potekala pri 30 °C, so bile 
razlike v specifični encimski aktivnosti med vzorci brez in z dodanim IPTG statistično 
značilne.  
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Slika 13: Grafični prikaz specifične encimske aktivnosti v frakcijah topnih znotrajceličnih proteinov 
glede na koncentracijo induktorja in temperaturo inkubacije po indukciji tarčnega gena. Na sliki so 
prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev specifične encimske aktivnosti (ANOVA, 
Duncanov test, p<0,05). 
 
4.4 POSKUS IZOLACIJE REKOMBINANTNE KSILANAZE 
 
V naslednjem koraku smo želeli pridobiti večjo količino očiščenega tarčnega proteina za 
nadaljnje analize. Ekspresijsko kulturo smo inducirali z 0,75 mM IPTG, po tem pa smo 
kulturo inkubirali 20 ur pri 18 °C (predhodno ugotovljeni optimalni pogoji za biosintezo 
tarčnega encima). Po ločitvi celic od gojišča, smo sediment zamrznili.  
 
4.4.1 Afinitetna kromatografija Ni-NTA pri nativnih pogojih 
 
Za ločitev tarčnega proteina od preostalih proteinov iz frakcije topnih znotrajceličnih 
proteinov smo uporabili afinitetno kromatografijo Ni-NTA His-Bind Resins (Novagen). 
Pridobljene kromatografske frakcije smo analizirali z elektroforezo SDS-PAGE (Slika 14). 
Slika 14 prikazuje elucijske frakcije E1-E4, kjer ni opaznega nobenega proteina z navidezno 
Mw med 55 in 72 kDa, za katerega bi lahko predvidevali, da gre za tarčni encim.  
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Slika 14: Gel SDS-PAGE, na katerem smo analizirali ekstrakt znotrajceličnih proteinov in vse frakcije, 
pridobljene med poskusom izolacije tarčnega proteina iz ekstrakta znotrajceličnih proteinov z afinitetno 
kromatografijo Ni-NTA pri nativnih pogojih. 
M = proteinski označevalec (PageRuler Plus, 10 do 250 kDa), L = ekstrakt topnih celičnih proteinov pred 
čiščenjem z afinitetno kromatografijo, FT= frakcija nevezanih proteinov, W1,2= frakciji spiranja (šibko 
vezani proteini, ki se sperejo ob nizkih koncentracijah imidazola), E1-E4 = elucijske frakcije (pridobljene po 
spiranju s pufrom, ki vsebuje visoke koncentracije imidazola), NK = pufer, brez ekstrakta znotrajceličnih 
proteinov.  
 
Encimsko aktivnost v kromatografskih frakcijah smo preverili na agarozni plošči s ksilanom 
(Slika 15). Encimsko aktivnost smo zaznali le v frakcijah FT in W1, kar kaže na to, da se 
protein na kolono ni (dovolj močno) vezal. Poskus čiščenja z afinitetno kromatografijo smo 
zato ponovili še s setom pufrov, pri katerem sta vezavni pufer in pufer za spiranje vsebovala 
nižje koncentracije imidazola, vendar tudi v tem primeru tarčnega proteina nismo uspeli 
ločiti iz ekstrakta. 
 
Da bi preverili, ali je vzrok za odsotnost vezave tarčnega proteina na Ni-NTA morebitna 
mutacija v zapisu, ki bi povzročila odsotnost histidinske značke zaradi zamika bralnega 
okvirja, smo analizirali sekvence pomnožkov tarčnega gena (poglavje 4.2). Potrdili smo, da 
ima tarčna sekvenca zapis za histidinsko značko v pravem bralnem okvirju.  
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Slika 15: Agarozna plošča s ksilanom, na kateri smo preverjali ksilanolitično encimsko aktivnost v 
frakcijah po izolaciji tarčnega proteina iz frakcije topnih znotrajceličnih proteinov. 
FT= frakcija nevezanih proteinov, ki se iz kolone sperejo, W1,2= frakciji spiranja (šibko vezani proteini, ki se 
sperejo ob nizkih koncentracijah imidazola), E1-E4 = frakcije, pridobljene pri ločevanju proteinov z afinitetno 
kromatografijo, NK = pufer, brez ekstrakta znotrajceličnih proteinov.  
 
4.4.2 Afinitetna kromatografija Ni-NTA pri denaturirajočih pogojih 
 
Eden od možnih vzrokov za to, da se nekateri proteini med kromatografijo ne vežejo na Ni-
NTA je tudi ta, da je histidinska oznaka skrita v notranjosti njihove 3D strukure. Protein smo 
zato poskusili ločiti iz frakcije znotrajceličnih proteinov še v denaturirajočih pogojih. 
Pripravili smo sete pufrov z 8 M ureo, različnih pH vrednosti (poglavje 3.6.2.2). Pridobljene 
kromatografske frakcije pa smo analizirali z elektroforezo SDS-PAGE (Slika 16). Slika 16 
prikazuje močnejšo liso proteina z navidezno Mw med 55 in 72 kDa, kamor po velikosti sodi 
tudi tarčni protein. Protein te velikosti se je deloma spral v frakcijah D1-D4, kjer so lise 
šibkejše, večinoma pa se je eluiral v frakcijah E1-E4. 
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Slika 16: Gel SDS-PAGE, na katerem smo analizirali ekstrakt znotrajceličnih proteinov in vse frakcije, 
pridobljene med ločevanjem tarčnega proteina iz ekstrakta znotrajceličnih proteinov z afinitetno 
kromatografijo Ni-NTA v denaturirajočih pogojih. 
M = proteinski označevalec (PageRuler Plus, 10 do 250 kDa), FT = frakcija nevezanih proteinov, ki se iz 
kolone sperejo, W1,2 = frakciji spiranja (šibko vezani proteini, ki se sperejo ob višjih pH vrednostih pufra), 
D1-D4 = elucijske frakcije (šibkeje vezani proteini in manjši proteini), E1-E4 = elucijske frakcije (vsi preostali 
vezani proteini), L = ekstrakt celičnih proteinov pred čiščenjem z afinitetno kromatografijo. 
 
Domnevni tarčni protein v vzorcih smo nato poskušali renaturirati. Frakcijam E1-E4 smo z 
uporabo mikrocentrifugalnih filtrov odstranili elucijski pufer, ki vsebuje 8 M ureo. Vzorce 
smo renaturirali z renaturacijskimi pufri, ki smo jih uporabili za renaturacijo proteinov v 
encimogramu (Poglavje 3.5.5). Ksilanolitične aktivnosti, ki smo jo preverili z metodo DNS 
(Poglavje 3.5.7), nismo zaznali.  
 
4.5 UGOTAVLJANJE BIOKEMIJSKIH LASTNOSTI ENCIMA V EKSTRAKTU 
 
Tarčnega encima z afinitetno kromatografijo Ni-NTA v aktivni obliki nismo uspeli izolirati 
iz ekstrakta topnih znotrajceličnih proteinov, zato smo se odločili, da bomo nekatere njegove 
lastnosti opredelili posredno, z analizo frakcije topnih znotrajceličnih proteinov. Slednje je 
bilo mogoče ob uporabi ustreznih kontrol in preverjenemu dejstvu, da ekspresijski sev nima 
sposobnosti proizvodnje lastnih ksilanolitičnih encimov. 
 
Encimsko aktivnost smo v vseh poskusih detektirali z metodo zaznavanja reducirajočih 
sladkorjev z reagentom DNS (Poglavje 3.5.7). Analize ugotavljanja biokemijskih lastnosti 
encima smo izvedli z celičnim ekstraktom, ki smo ga pridobili z zamrzovanjem celic v 
tekočem dušiku. Postopek je naveden v poglavju 3.6.1. Pri vseh nadaljnjih poskusih smo 
uporabili isti ekstrakt.  
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4.5.1 Ugotavljanje optimalega pH za ksilanolitično aktivnosti encimskega ekstrakta 
 
 
Slika 17: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta v odvisnosti od pH 
natrij-fosfatnega pufra. Na sliki so prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev 
relativne encimske aktivnosti (ANOVA, Duncanov test, p<0,05). 
  
Optimalno vrednost pH okolja za aktivnost encimskega ekstrakta smo ugotavljali preko 
merjenja encimske (ksilanolitične) aktivnosti v pufrih z različnimi pH vrednostmi pri 
temperaturi 37 °C. Grafični prikaz encimske aktivnosti pri različnih pH vrednostih okolja 
prikazuje Slika 17. Najvišjo encimsko aktivnost smo zaznali pri pH = 6 (1,75 ± 0,05 
µmol/min, kar smo opredelili kot 100 %). Encimska aktivnost v okolju z vrednostmi pH 5 
in 7-8 je bila statistično značilno nižja (p<0,05). Izmerjena encimska aktivnost pri 37 °C in 
pH = 5 je bila 77 ± 5,6 % ( 1,35 ± 0,10 µmol/min), pri pH = 7 pa 82,4 ± 7,5 % (1,44 ± 0,13 
µmol/min) glede na najvišjo izmerjeno vrednost. Encim je bil aktiven tudi pri pH = 8, kjer 
je bila izmerjena aktivnost 76,3 ± 2,1 % (1,33 ± 0,04 µmol/min) in se ni statistično značilno 
razlikovala od encimske aktivnosti pri pH = 5 in 7. Pri vrednostih pH pod 5 in nad 8 
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4.5.2 Optimalna temperatura ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta 
 
Optimalno temperaturo okolja za ksilanolitično aktivnosti encimskega ekstrakta smo 
določali z merjenjem encimske aktivnosti pri različnih temperaturah. Encimsko aktivnost 
smo merili v pufru s pH = 6, saj smo iz predhodnih rezultatov sklepali, da je to optimalna 
vrednost pH za aktivnost tarčnega encima. Grafični prikaz relativne encimske aktivnosti pri 
različnih temperaturah prikazuje Slika 18. Najvišjo relativno encimsko aktivnost smo 
zaznali pri temperaturi 50 °C, in sicer 100 ± 2,2 % (3,96 ± 0,09 µmol/min). Pri temperaturi 
37 °C je bila relativna encimska aktivnost nižja za približno 56 %, znašala je 44,1 ± 1,3 % 
(1,75 ± 0,05 µmol/min). Encimski ekstrakt je bil aktiven tudi pri 30 °C, šibko encimsko 
aktivnost smo zaznali tudi pri temperaturi 20 °C. Pri 60 °C je encimski ekstrakt obdržal manj 
kot četrtino aktivnosti, ki jo je imel pri 50 °C, in sicer 23,9 ± 1,4 % (0,95 ± 0,06 µmol/min). 
Pri temperaturah 70 °C in 80 °C encimske aktivnosti nismo zaznali.  
 
 
Slika 18: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta v odvisnosti od 
temperature. Na sliki so prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne 
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4.5.3 Stabilnost encimskega ekstrakta pri različnih temperaturah 
 
Preverjali smo tudi obstojnost encimskega ekstrakta pri različnih temperaturah. Grafični 
prikaz rezultatov prikazuje Slika 19. Relativno encimsko aktivnost smo v tem primeru 
izračunali v primerjavi z izmerjeno specifično encimsko aktivnostjo začetnega vzorca. Ob 
času 0 smo encimski ekstrakt vzeli iz hladilnika, kjer smo ga hranili pri 4 °C. Ekstrakt 
celičnih proteinov smo inkubirali pri temperaturah 23, 30, 37 in 50 °C, v izbranih časovnih 
intervalih (0, 1, 3, 5 in 24 ur) pa smo kot substrat dodali suspenzijo ksilana in po inkubaciji 
izmerili ksilanolitično aktivnost z metodo DNS (Poglavje 3.5.7). Ugotovili smo, da encimski 
ekstrakt po eni uri inkubacije pri temperaturi 50 °C obdržal 63,3 ± 1,1 % začetne encimske 
aktivnosti, po treh urah pa le še 22,3 ± 1,7 %. Po petih urah encimske aktivnosti nismo več 
zaznali. Pri temperaturi 37 °C, smo po dveh urah izmerili 80,2 ± 4,3 % začetne encimske 
aktivnosti, po 24 urah inkubacije pa je ekstrakt z encimom obdržal kar 74,7 ± 3,8 % encimske 
aktivnosti. Encimsko aktivnost smo izmerili tudi pri temperaturah 23 in 30 °C, kjer je 
encimski ekstrakt tudi po 24-urni inkubaciji obdržal vso ksilanolitično aktivnost. Po 24-urni 
inkubaciji pri temperaturi 30 °C je bila encimska aktivnost statistično značilno višja kot v 
času 0, in sicer smo izmerili 113,03 ± 3,67 % začetne encimske aktivnosti (p<0,05). Ob času 
0 smo encimski ekstrakt vzeli iz hladilnika, kjer smo ga hranili pri 4 °C.  
 
 
Slika 19: Grafični prikaz stabilnosti encimskega ekstrakta pri različnih temperaturah. Na sliki so 
prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne encimske aktivnosti (ANOVA, 
Duncanov test, p<0,05). 
h= ura, relativno encimsko aktivnost smo izračunali znotraj vsakega niza temperature, glede na začetno (0 h 




































Jamnik M. Pridobivanje ksilanaze iz družine GH10 iz metagenoma komposta in ugotavljanje njenih lastnosti. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019  
 
56 
4.5.4  Preverjanje aktivnosti encimskega ekstrakta na različnih substratih 
 
Substratno specifičnost encimskega ekstrakta smo preverjali z merjenjem ksilanolitične 
encimske aktivnosti na štirih substratih. Uporabili smo bukov ksilan, arabinoksilan, 
ksiloglukan in karboksimetil celulozo (CMC). Encimsko aktivnost smo merili z metodo 
DNS (Poglavje 3.5.7), izračunali smo relativno encimsko aktivnost. Grafični prikaz relativne 
encimske aktivnosti na različnih substratih prikazuje Slika 20. Najvišjo encimsko aktivnost 
(100 %) smo zaznali pri vzorcih, kjer smo kot substrat uporabili bukov ksilan in 
arabinoksilan (98,4 ± 2,2). Razlika med aktivnostjo na ksilanu in arabinoksilanu ni bila 
statistično značilna (p<0,05). Na karboksimetil celulozi smo zaznali zelo šibko encimsko 
aktivnost, in sicer 1,3 ± 0,0 % (glede na aktivnost izmerjeno na substratu bukov ksilan). Na 
ksiloglukanu encimske aktivnosti nismo zaznali.  
 
Slika 20: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta na različnih 
substratih. Na sliki so prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne encimske 
aktivnosti (ANOVA, Duncanov test, p<0,05). 
X = bukov ksilan, CMC = karboksimetil celuloza, AX = arabinoksilan, XG = ksiloglukan. Relativno encimsko 
aktivnost smo izračunali glede na najvišjo izmerjeno encimsko aktivnost. Zvezdica (*) označuje vzorce, ki se 
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4.5.5 Vpliv ionske jakosti pufra na aktivnost encimskega ekstrakta 
 
Preverili smo vpliv koncentracije ionov v pufru na encimsko aktivnost encimskega ekstrakta. 
Uporabili smo natrij-fosfatni pufer pH = 6 različnih koncentracij, v katerem smo redčili 
substrat ksilan, ki smo ga nato uporabili za meritev encimske aktivnosti s testom DNS 
(Poglavje 3.5.7). Grafični prikaz relativne encimske aktivnosti ob prisotnosti pufrov 
različnih koncentracij prikazuje Slika 21. Najvišjo encimsko aktivnost smo zaznali v vzorcu, 
kjer smo uporabili 0,05 M natrij-fosfatni pufer. Pri nižjih koncentracijah ionov smo imerili 
višjo aktivnost kot v pufrih s koncentracijami ionov, višjimi od 0,05 M. Encimski ekstrakt 
je v 0,025 M pufru obdržal 72,5 ± 4 % encimske aktivnosti glede na encimsko aktivnost, 
izmerjeno v 0,05 M pufru. Višanje koncentracije pufra je bolj negativno vplivalo na 
encimsko aktivnost kot nižanje koncentracije pufra. V 0,1 M natrij-fosfatnem pufru je 
encimski ekstrakt obdržal le 51 ± 1,5 % encimske aktivnosti, v 0,5 M pufru pa encimske 
aktivnosti nismo več zaznali. Ugotovili smo, da med testiranimi koncentracijami ionov 
najbolj optimalno okolje za tarčni encim predstavlja 50 mM natrij-fosfatni pufer. Vrednosti 
relativne encimske aktivnosti izmerjene v vzorcih z različnimi ionskimi jakostmi pufra so se 
statistično značilno razlikovale (p<0,05). 
 
 
Slika 21: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta v odvisnosti od 
koncentracije ionov v natrij-fosfatnem pufru. Relativno encimsko aktivnost smo izračunali glede na najvišjo 
izmerjeno encimsko aktivnost (v 0,05 M natrij-fosfatnem pufru). Zvezdica (*) označuje vzorce, ki se statistično 
značilno razlikujejo od vzorca, kjer je bila encimska aktivnost najvišja (0,05 M). Na sliki so prikazane 
povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne encimske aktivnosti (ANOVA, Duncanov 
test, p<0,05). 
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4.5.6 Vpliv koncentracije NaCl na aktivnost encimskega ekstrakta 
 
Vpliv koncentracije NaCl na ksilanolitično aktivnost encimskega ekstrakta smo preverili z 
dodajanjem različnih koncentracij NaCl v 50 mM natrij-fosfatni pufer pH = 6. Encimsko 
aktivnost smo merili z metodo DNS (Poglavje 3.5.7). Grafični prikaz relativne encimske 
aktivnosti ob prisotnosti različnih koncentracij NaCl prikazuje Slika 22. Izmerjena encimska 
aktivnost je z višanjem koncentracije NaCl padala. Najvišjo encimsko aktivnost smo zaznali 
v vzorcu, kjer nismo dodali NaCl (0 M NaCl), zato smo to definirali kot 100 % aktivnost. 
Pri vzorcih, kjer smo dodali 0,001 M NaCl, so bili izračunani rezultati relativne encimske 
aktivnosti statistično značilno nižji od vzorca brez dodanega NaCl (p<0,05). Encimski 
ekstrakt je ob dodatku 0,001 M NaCl obdržal 78,6 ± 1,9 % prvotne encimske aktivnosti. 
Relativna encimska aktivnost se med vzorci z dodanimi 0,001 M in 0,5 M koncentracijami 
NaCl med seboj ni statistično značilno razlikovala. Aktivnost vzorcev, kjer smo dodali 1 M 




Slika 22: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta v odvisnosti od 
koncentracije NaCl. Relativno encimsko aktivnost smo izračunali glede na encimsko aktivnost kontrole, kjer 
nismo dodali NaCl. Zvezdica (*) označuje vzorce, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole. Na sliki so 
prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne encimske aktivnosti (ANOVA, 
Duncanov test, p<0,05). 
M = molarna koncentracije (mol/L).  
 
4.5.7 Vpliv kovinskih ionov na aktivnost encimskega ekstrakta 
 
Preverjali smo učinek dodatka različnih kovinskih kationov, ki lahko delujejo kot aktivatorji 
(kofaktorji) ali inhibitorji encimov. V reakcijsko mešanico smo dodali različne kovinske 
katione in preverjali njihov učinek na ksilanolitično aktivnost encima v proteinskem 
ekstraktu. Preverili smo učinek kationov Ca2+, Cu2+, Mg2+, Mn2+, K+, Co2+ in Fe2+. Relativno 
encimsko aktivnost smo izračunali glede na encimsko aktivnost kontrolne mešanice, kamor 





























Jamnik M. Pridobivanje ksilanaze iz družine GH10 iz metagenoma komposta in ugotavljanje njenih lastnosti. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019  
 
59 
dodatku 1 mM koncentracij kovinskih kationov smo izmerili višjo encimsko aktivnost v 
vzorcih z dodanimi kationi K+ in Co2+ (p<0,05) kot v kontrolnih vzorcih. V vzorcih z 
dodanimi 1 mM ionov K+ smo izmerili za 17,3 ± 1,2 % višjo aktivnost kot v na kontrolnih 
vzorcih, ob dodatku 1 mM Co2+ pa za 9,9 ± 5,2 %. Med izmerjeno encimsko aktivnostjo 
kontrolnih vzorcev in vzorcev, katerim smo dodali Cu2+, Mg2+, Mn2+ in Fe2+ nismo zaznali 
statistično značilnih razlik. V vzorcih z dodanimi Ca2+ kationi smo izmerili statistično 
značilno nižjo encimsko aktivnost na 94,4 ± 1,9 % glede na kontrolo. Rezultati kažejo, da je 
bila encimska aktivnost v vzorcih z dodano 5 mM koncentracijo kovinskih kationov v večini 
primerov statistično značilno nižja kot v kontrolnih vzorcih. Encimska aktivnost je bila 
statistično značilno višja le v vzorcih z dodanim K+, in sicer za 14,1 ± 3,0 % v primerjavi s 
kontrolo. V vzorcih z dodano 5 mM koncentracijo Co2+ smo izmerili statistično značilno 
nižjo encimsko aktivnost (78,3 ± 5,3 %), v vzorcih z dodano 5 mM koncentracijo Fe2+ pa 
encimske aktivnosti nismo zaznali. Rezultati kažejo, da se je tudi ob prisotnosti 10 mM K+ 
ionov encimska aktivnost statistično značilno zvišala, saj je encimski ekstrakt obdržal 112,8 
± 8,6 % encimske aktivnosti v primerjavi s kontrolo. Ugotovili smo, da se je ob dodatku K+ 
encimska aktivnost zvišala v primerjavi s kontrolo, vendar ni bilo razlik med dodajanjem 
različnih koncentracij K+ ionov. Encimska aktivnost vzorca ob dodatku 10 mM 
koncentracije Mg2+ pa se ni razlikovala od kontrole.  
 
Slika 23: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta ob dodatku različnih 
kovinskih ionov. Relativno encimsko aktivnost smo izračunali glede na kontrolo brez dodatka kovinskih 
ionov. Zvezdica (*) označuje vzorce, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole. Na sliki so prikazane 
povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne encimske aktivnosti (ANOVA, Duncanov 
test, p<0,05). 
1 mM = vzorec, kjer smo v encimsko mešanico dodali 1 mM koncentracijo izbranih kovinskih ionov. 5 mM = 
vzorec, kjer smo v encimsko mešanico dodali 5 mM koncentracijo izbranega kovinskega iona. 10 mM = vzorec, 
kjer smo v encimsko mešanico dodali 10 mM koncentracijo izbranega kovinskega iona. Kontrola = encimska 
reakcija brez dodatka kovinskih ionov. Ca2+ = kalcijevi ioni, Cu2+ = bakrovi ioni, Mg2+ = magnezijevi ioni, 
Mn2+ = manganovi ioni, K+ = kalijevi ioni, Co2+ = kobaltovi ioni, Fe2+ = železovi ioni.  
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4.5.8 Vpliv izbranih kemikalij in organskih topil na aktivnost encimskega ekstrakta 
 
Preverjali smo vpliv izbranih kemikalij, ki na različne načine lahko vplivajo na strukturo oz. 
aktivnost encimov ter takšne, ki bi se lahko uporabljale v postopkih predobdelave 
lignocelulozna biomase na ksilanolitično aktivnost encimskega ekstrakta. V reakcijsko 
mešanico smo dodali Triton X-100, ditiotreitol (DTT), etilendiamintetraocetno kislino 
(EDTA), β-merkaptoetanol ali fenil metan sulfonil fluorid (PMSF) v različnih 
koncentracijah. Relativno encimsko aktivnost smo izračunali glede na encimsko aktivnost 
kontrolne mešanice, v katero nismo dodali nobene od omenjenih kemikalij. Rezultati, 
prikazani na Sliki 24 kažejo, da se je encimska aktivnost ob dodatku Triton X-100 v 
koncentraciji 0,2 mmol/L statistično značilno zvišala za 10,7 ± 3,3 % glede na kontrolo, ob 
dodatku 0,5 mmol/L koncentracije pa se izmerjena aktivnost ni statistično značilno 
razlikovala od kontrole. Ob dodatku vseh ostalih kemikalij smo izmerili statistično značilno 
znižanje ksilanolitične encimske aktivnosti encimskega ekstrakta (p<0,05). 
 
 
Slika 24: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta ob dodatku različnih 
kemikalij. Zvezdica (*) označuje vzorce, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole. Na sliki so 
prikazane povprečne vrednosti in standardni odkloni (n=3) meritev relativne encimske aktivnosti (ANOVA, 
Duncanov test, p<0,05). 
Kontrola = brez dodatka kemikalij, DTT = ditiotreitol, EDTA = etilendiamintetraocetna kislina, β-ME = beta-
merkaptoetanol, PMSF = fenil metan sulfonil fluorid.  
 
V biotehnoloških procesih se za ekstrakcijo encimov in bioloških učinkovin pogosto 
uporabljajo organska topila. Preverjali smo obstojnost ksilanolitične aktivnosti encimskega 
ekstrakta ob dodatku različnih koncentracij etanola, metanola, acetona in mravljične kisline. 
Izračunali smo relativno encimsko aktivnost glede na kontrolo, kjer v encimsko reakcijo 
nismo dodali nobenega organskega topila (0 %). Rezultati so grafično prikazani na Sliki 25. 
Izmerili smo, da se je ksilanolitična aktivnost encimskega ekstrakta že ob dodatku 5 % 
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etanola, metanola in acetona statistično značilno znižala glede na kontrolo (p<0,05). Ob 
dodatku 5 % acetona je encimski ekstrakt obdržal 65,5 ± 1,6 % aktivnosti, ob višanju 
koncentracije acetona pa se je encimska aktivnost statistično značilno znižala. Ob dodatku 
20 % acetona smo izmerili 27,1 ± 0,5 % začetne encimske aktivnosti. Ob dodatku 5 % 
etanola v reakcijsko mešanico se je encimska aktivnost encimskega ekstrakta prepolovila, 
ob dodatku 10 % etanola pa smo zaznali le še 10,8 ± 0,4 % encimske aktivnosti. Ob dodatku 
5 % metanola je encimski ekstrakt obdržal 28,3 ± 0,7 % začetne encimske aktivnosti, ob 
dodatku 20 % metanola pa encimske aktivnosti nismo več zaznali. Dodatek mravljične 
kisline v 5 % in 20 % koncentraciji ni statistično značilno znižal encimske aktivnosti glede 
na kontrolo. Statistično značilno znižanje encimske aktivnosti smo zaznali ob dodatku 10 % 
mravljične kisline in sicer je bila encimska aktivnost nižja od kontrolne za 8,1 ± 1,3 %.  
 
Slika 25: Grafični prikaz relativne ksilanolitične aktivnosti encimskega ekstrakta ob dodatku različnih 
organskih topil. Relativno encimsko aktivnost smo izračunali glede na kontrolo brez dodatka organskih topil 
(0 %). Zvezdica (*) označuje vzorce, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole. Na sliki so prikazane 
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V magistrski nalogi smo predstavili ključne rezultate bioinformatske analize in 
laboratorijskega poskusa pridobivanja in karakterizacije produkta izbranega zapisa za encim, 
vpletenega v razgradnjo odpadne rastlinske biomase. Nukleotidna sekvenca, ki smo jo 
uporabili za poskus, je bila identificirana v metegenomu mikrobne združbe s slamo 
obogatenega komposta. Na osnovi bioinformatske analize smo domnevali, da bi lahko šlo 
za ksilanazo, zato smo (za namen magistrske naloge) gen poimenovali xylM_3. Cilj dela je 
bil najprej s pomočjo bioinformatske analize predvideti nekatere osnovne informacije o 
kodirajoči regiji tarčnega gena in njegovem produktu, ki bi nam lahko pomagale pri 
načrtovanju postopka njegovega pridobivanja, izolacije in karakterizacije. V nadaljnjem 
postopku smo analizirali vpliv različnih pogojev na biosintezo tarčnega encima, ki smo ga 
nato poskusili izolirati in opisati nekatere njegove biokemijske lastnosti, ki so pomembne v 
smislu potencialne biotehnološke uporabnosti.  
 
5.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA 
 
Pridobivanje genskega materiala neposredno iz okoljskega vzorca oziroma metagenomski 
pristop je novejši pristop iskanja novih funkcionalnih encimov iz mikroorganizmov, ki jih 
še ne znamo gojiti (Bilal in sod. 2018). Z metagenomskim pristopom so bili do sedaj 
pridobljeni nekateri encimi, ki sodelujejo pri razgradnji ogljikovih hidratov. Opisali so že 
različne glikozid hidrolaze, na primer celulaze (Ko in sod., 2013; Rashamuse in sod., 2013), 
endoglukanaze (Gupta in sod., 2017; Song in sod., 2017) in ksilanaze (Mo in sod., 2010; 
Cheng in sod., 2012; Rashamuse in sod., 2016; Kim in sod., 2018). Med slednjimi so do 
sedaj tri encime pridobili tudi iz vzorcev komposta (Kwon in sod., 2010; Jeong in sod., 2012; 
Verma in sod., 2013).  
 
V spletni bazi podatkov CAZY (Carbohydrate-active enzymes) so zbrani podatki o 
katalitskih, vezavnih in pomožnih domenah proteinov, ki so vpleteni v razgradnjo 
glikozidnih vezi ogljikovih hidratov. Encimske domene se glede na strukturne podobnosti 
in primarno strukturo delijo v družine, ki so označene z arabskimi številkami. Glikozid 
hidrolaze se v zbirki CAZY trenutno uvrščajo v 156 družin. V družino GH10 je trenutno 
uvrščenih 3699 encimov, od tega jih je okarakteriziranih 355 (stanje na dan 11. maj 2019) 
(Lombard in sod., 2014).  
 
Nukleotidno zaporedje tarčnega gena, ki je dolgo 1834 nukleotidov, smo s pomočjo spletnih 
orodij najprej prevedli v aminokislinsko zaporedje. Z uporabo spletnega orodja ProtParam 
(ExPASy, SIB) smo proteinu določil predvidene fizikalne lastnosti, ki lahko vplivajo na 
uspešnost heterolognega izražanja ali so nam pomagale pri izbiri metod in analizi rezultatov 
(Gasteiger in sod., 2005). Proteinu smo določili teoretično molekulsko maso (Mw) 63,3 kDa. 
Dutta in sod. (2018) so v bioinformatski analizi 36 sekvenc bakterijskih ksilanaz ugotovili, 
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da je njihova povprečna masa 50,9 kDa. Ksilanaze iz družine GH11 imajo običajno manjšo 
molekulsko maso (<30 kDa) kot ksilanaze iz družine GH10 (Karlsson in sod., 2018). 
Informacija o velikosti proteina je pomembna tudi za izbiro organizma, v katerem bomo ta 
protein heterologno izrazili. Proteini, ki so večji kot 100 kDa se težko sintetizirajo v 
bakterijah, saj pogosto pride do prehitre prekinitve translacije ali do razgradnje proteina. 
Prav tako se težje izražajo proteini, manjši kot 10 kDa, saj so pogosto nepravilno zviti, ali 
pa jih proteaze v celicah razgradijo (Kaur in sod., 2017). 
 
Produktu kloniranega gena xylM_3 smo določili tudi teoretično izoelektrično točko (pI) 
tarčnega proteina, ki je 4,90. Izoelektrična točka proteina (pI) predstavlja pH vrednost, pri 
katerem je število pozitivnih in negativnih nabojev na proteinu enako, skupni naboj proteina 
je zato enak nič (Pramanik in sod., 2017). pI odraža kislost/bazičnost proteina, podatek pa 
nam pove tudi vrednost pH, okrog katere je topnost proteina najmanjša (Shaw in sod., 2002). 
Dutta in sod. (2018) so na podlagi analize 36 sekvenc ksilanaz ugotovili, da se izolelektrična 
točka teh ksilanaz giblje med 4,56 in 9,21, kar nakazuje na široko optimalno pH območje 
ksilanaz.  
 
Naslednji parameter, ki smo ga izračunali, je bil teoretični indeks nestabilnosti tarčnega 
proteina. Ta se izračuna na podlagi primarnega aminokislinskega zaporedja na osnovi 
predvidevanj, da določeni dipeptidi v proteinu vplivajo na njegovo stabilnost. Vrednosti 
indeksa nestabilnosti (Ii) pod 40 kažejo, da je protein stabilen v celici vsaj 16 ur, kar 
opredeljuje protein kot stabilen. Vrednosti Ii nad 40 nakazujejo, da je protein v celici stabilen 
manj kot 5 ur in je zato opredeljen kot nestabilen (Guruprasad in sod., 1990). Tudi produkt 
gena xylM_3 ima izračunan indeks nestabilnosti 31,77, kar kaže na to, da gre za relativno 
stabilen protein. Slednje je v skladu z ugotovitvami Guruprasad in sod. (1990), ki so z analizo 
sekvenc prav tako prišli do zaključka, da so preučevane bakterijske ksilanaze glede Ii med 
stabilnejšimi encimi. Alifatični indeks produkta xylM_3 znaša 71,25. Alifatični indeks je 
teoretični relativni volumen proteina, ki ga sestavljajo alifatične aminokisline v stranskih 
verigah (alanin, valin, izolevcin, levcin). Višji alifatični indeks med 42.08–90.68 naj bi 
nakazoval na to, da je protein stabilen v širokem temperature razponu (Ikai, 1981).  
 
S spletnim orodjem GenScript-Rare codon analysis tool smo analizirali uporabo kodonov v 
nukleotidni sekvenci (GeneScript, 2019). Posamezne aminokisline lahko namreč kodira več 
različnih kodonov, saj obstaja kar 61 različnih kodonov za sintezo aminokislin (Gustafsson 
in sod., 2004). Aminokisline so pogosto v različnih organizmih kodirane z različnimi kodoni, 
kar lahko predstavlja težavo pri heterolognem izražanju proteina. Lahko se zgodi, da 
ekspresijski organizem nima tRNA molekule za določeno aminokislino, ki ustreza 
določenemu kodonu ali ima le manjši delež takšnih tRNA (Gustafsson in sod., 2004). 
Posledica tega je prekinitev translacije in tako nepopolno sintetizirani proteini. Tudi velika 
razlika v vsebnosti gvanina in citozina (G+C) v zapisu za heterologni protein v primerjavi z 
deležem G+C (%) v genomu ekspresijskega seva lahko vpliva na slabše izražanje proteina 
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(Kaur in sod., 2017). Spletno orodje GenScript na podlagi nukleotidne sekvence tarčnega 
gena poda vrednost CAI (ang. Codon Adaptation Index). CAI je teoretična ocena, ki pove 
kakšna je uporaba kodonov v tarčnem proteinu in kako se bo izražal v ekspresijskem sevu. 
Teoretično naj bi se protein dobro izražal v izbranem heterolognem gostitelju, če je vrednost 
CAI med 0,8 in 1. Nižja kot je številka, večja je verjetnost, da se bo protein slabše izražal v 
predvidenem gostiteljskem organizmu. Vrednost CAI kodirajoče sekvence xylM_3 za 
ekspresijo v E.coli znaša 0,79, zato smo sklepali, da bi lahko bilo izražanje proteina slabše.  
 
Različni genski kod v tarčnem genu in ekspresijskem sevu lahko vpliva tudi na razlike v 
vsebnosti gvanina in citozina (%). Posledica velikih razlik v vsebnosti G + C (%) so težave 
na transkripcijski in translacijski ravni pri biosintezi tarčnega proteina. Sevi E. coli imajo 
vrednost G + C (%) približno 50 % (Gustafsson in sod., 2004; Kaur in sod., 2017). Delež 
G + C (%) v zapisu za tarčni protein je znašal 56,08 %, zato smo predvideli, da to ne bo 
vplivalo na njegovo izražanje. S spletnim orodjem Disulfind smo preverili tudi verjetnost, 
da bi tarčni protein tvoril disulfidne vezi (Ceroni in sod., 2006). Protein ima v 
aminokislinskem zaporedju šest cisteinov, vendar je program predvidel, da se med njimi ne 
tvorijo disulfidne vezi. Disulfidne vezi sicer lahko predstavljajo težavo pri heterolognem 
izražanju tarčnih proteinov v E.coli, saj se v citoplazmi ekspresijskih sevov disulfidne vezi 
ne morejo vedno ustrezno tvoriti, kar lahko povzroči nepravilno zvijanje proteinov (Demain 
in Vaishnav, 2009). V takšnih primerih se lahko poslužujemo prilagojenih ekspresijskih 
sevov, ki omogočajo ustreznejše redoks okolje za biosintezo takšnih proteinov. Komercialni 
ekspresijski sev E. coli Origami, ki ima mutacijo v genih za tioredoksin reduktazo (trxB) in 
glutation reduktazo (gor), omogoča tvorjenje disulfidnih vezi pri biosintezi proteina v celici. 
Druga možnost je uporaba komercialnega seva E. coli Rosetta-gami, ki poleg lažjega 
tvorjenja disulfidnih vezi omogoča tudi boljšo biosintezo proteinov, ki imajo drugačen 
genski kod (Gopal in Kumar, 2013).  
 
Poiskali smo tudi podatke o biološki in molekularni funkciji proteina. V podatkovni zbirki 
InterPro, ki jo vzdržuje evropski bioinformatski inštituti (EBML-EBI), lahko pridobimo 
informacije o domenah in funkcionalnih mestih proteinov in tako določimo predvideno 
funkcijo neznanega proteina (Mitchell in sod., 2019). Na osnovi analize sekvence z orodjem 
InterProScan (Jones in sod., 2014), smo predvideli, da tarčni protein sodeluje v metabolizmu 
ogljikovih hidratov tako, da hidrolizira O-glikozidne vezi in/ali se veže na polisaharide. 
Domnevo smo potrdili tudi z analizo ohranjenih domen znotraj aminokislinske sekvence z 
orodjem NCBI Conserved Domains (Marchler-Bauer in sod., 2017) (Preglednica 21). V 
aminokislinskem zaporedju smo našli ohranjeno katalitično domeno iz družine glikozid 
hidrolaz 10. Značilna topologija katalitične domene družine glikozid hidrolaz 10 je (β /α)8 - 
sodček. (β /α)8 - sodček je struktura, sestavljena iz osmih paralelnih beta trakov, ki tvorijo 
obliko valja na sredini, obdaja pa jih osem alfa vijačnic (Juturu in Wu, 2012). Znotraj 
katalitične domene smo z orodjem Prosite (Expasy, SIB) locirali domnevna katalitična 
aminokislinska ostanka, ki služita kot protonski donor (419. aminokislina) in nukleofil (522. 
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aminokislina) (Slika 7). Pri skupini GH 10 kot protonski donor in nukleofil v aktivnem mestu 
deluje glutaminska kislina (Collins in sod., 2005). Glikozid hidrolaze so pogosto 
večmodularni encimi, saj imajo poleg ohranjene katalitične domene tudi eno ali več 
nekatalitičnih domen, na primer vezavna mesta za ogljikove hidrate - CBM (carbohydrate-
binding module). Domene CBM povečajo učinkovitost encimov, saj usmerjajo katalitično 
domeno k specifičnemu substratu, pripenjajo substrat na encim in pomagajo sprostiti tesno 
kristalično strukturo substrata (Talamantes in sod., 2016). Domene CBM se v bazi CAZY 
na podlagi aminokislinske sekvence trenutno uvrščajo v 84 skupin (stanje na dan 28. maj 
2019) (Lombard in sod., 2014). Znotraj aminokislinskega zaporedja tarčnega encima smo 
identificirali dve ohranjeni zaporedji, ki domnevno kodirata vezavni domeni za ogljikove 
hidrate - CBM 2 in CBM 60. CBM 2 je največja prokariontska skupina CBM, za katere je 
značilno, da se vežejo večinoma na celulozo, nekateri pa tudi ksilan in hitin. Običajno modul 
sestavlja okrog 100 aminokislin, z vezavo celuloze pa sta povezana dva specifična 
triptofanska ostanka (Simpson in sod., 2000). CBM 60 je manjša skupina od kalcija odvisnih 
vezavnih modulov, ki jih najdemo zlasti pri bakterijskih ksilanazah, zanje pa je značilna 
predvsem vezava ksilana. Najpogosteje se vežejo na verigo ksiloznih ostankov, nekateri pa 
naj bi bili sposobni tudi vezave na celulozo in galaktan. Glede na strukturno podobnost 
sklepajo, da so evolucijsko sorodni CBM 36 (Montanier in sod., 2010).  
 
Aminokislinsko sekvenco tarčnega proteina smo primerjali tudi s sekvencami v bazah 
podatkov NCBInr in UniProtKB/SwissProt (NCBI, 2019). Baza UniProt je podatkovna 
zbirka proteinskih primarnih zaporedij z dodanimi podatki o anotacijah (Pichler in sod., 
2018.). Glede na odstotek prekrivanja, odstotek identičnosti in E-vrednost, ki naj bi bila 
manjša od 10-6-10-3, smo na ta način iskali najbolj podobne (homologne) proteine (Pearson, 
2014). Z orodjem BlastP smo v podatkovni bazi NCBInr kot najbolj podobnega identificirali 
hipotetični protein Cellvibrio sp. PSBB006 (100 % prekrivanje in 99 % identičnost). V bazi 
UniProt je kot najbližji homolog podana sekvenca beta-ksilanaze bakterije Cellvibrio sp. 
PSBB006 (99,3 % prekrivanje in 99 % identičnost). Različni viri navajajo prisotnost glikozid 
hidrolaz v genomih različnih različnih bakterijskih vrst Cellvibrio sp. Številne gene, ki 
kodirajo glikozid hidrolaze, med njimi tudi ksilanaze, so identificirali v genomih bakterijskih 
vrst Cellvibrio japonicus in Cellvibrio mixtus- saprofitnih bakterijah, ki jih najdemo v prsti 
(DeBoy in sod., 2008; Wu in He, 2015; Attia in sod., 2018). Naslednja sekvenca z največjo 
podobnostjo tarčnemu proteinu je v bazi NCBInr pripadala hipotetičnemu proteinu bakterije 
Marinimicrobium agarilyticum (79 % identičnost), v bazi UniProt pa beta-ksilanazi 
Marinimicrobium sp. (79,8 % identičnost). 
 
5.2 UGOTAVLJANJE OPTIMALNIH POGOJEV BIOSINTEZE TARČNEGA ENCIMA 
 
Gen xylM_3 za večmodularno ksilanazo iz družine glikozid hidrolaz 10 smo s plazmidom 
pET-28a(+) transformirali v kompetentne celice E. coli BL21(DE3). Uspešnost 
transfomacije smo potrdili z metodo PCR (Slika 8). Uporabili smo začetne oligonukleotide, 
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ki nalegajo na promotor in terminator T7 na plazmidu, med katerima se nahaja tudi 
poliklonsko mesto, v katerega je vstavljen zapis za tarčni encim. Glede na prisotnost in 
dolžino pomnožka PCR smo potrdili, da imajo izbrane transformante plazmid z vstavljenim 
genom xylM_3. Pomnožki PCR so bili, glede na analizo na agaroznem gelu, krajši od 
predvidenih 2091 nukleotidov. Predvidevali smo, da je zaradi dolžine zaporedja ali 
pomanjkanja katere sestavine v reakciji PCR prišlo do nepopolnega prepisa. Pomnožke 
plazmida smo zato sekvencirali (poglavje 3.4.2.1). Analiza sekvence z bioinformatskimi 
orodji je potrdila ustrezno orientacijo in sekvenco inserta. Potrdili smo tudi prisotnost 
histidinske značke v ustreznem bralnem okvirju.  
 
V drugem koraku smo želeli optimizirati proizvodnjo tarčnega proteina v ekspresijskem 
sevu. Preizkusili smo različne koncentracije induktorja IPTG, različni temperaturi (18 in 30 
°C) in časa inkubacije po indukciji. Ugotovili smo, da največ aktivnega proteina pridobimo, 
če celice induciramo z 0,75 mM IPTG ter jih nato inkubiramo pri temperaturi 18 °C (Slika 
13). Da bi preverili, ali je heterologni protein morda toksičen za gostiteljske celice, smo po 
dodatku induktorja IPTG merili optično gostoto kultur transformant (Slika 9). Ugotovili 
smo, da ni statistično značilnih razlik med kulturami z in brez dodanega induktorja (ne glede 
na njegovo koncentracijo). S presejalno analizo encimske aktivnosti v supernatantu in 
celičnem sedimentu smo ksilanolitično aktivnost zaznali tudi v vzorcu celičnega sedimenta 
neinducirane kulture. Glede na to, da ekspresijski sev ne kodira nobene ksilanaze smo 
sklepali, da prihaja, kljub deklarirani tesni regulaciji promotorja T7 (Terpe, 2006), 
najverjetneje do izražanja gena tudi v odsotnosti dodatka induktorja (ang. leaky exspression). 
Ekspresijski sistem pET s promotorjem T7 je najpogosteje uporabljen sistem za izražanje 
heterolognih proteinov, saj naj bi omogočal zelo visoko in kontrolirano raven izražanja 
genov in sintezo velikih količin heterolognih proteina (Kaur in sod., 2017). Nekateri viri 
navajajo, da je nekontrolirano izražanje tarčnih genov v odsotnosti induktorja pogosto 
slabost tega ekspresijskega sistema (Overton, 2014; Kumar Singha in sod., 2017). Do 
neinducirane sinteze manjših količin proteina pride zaradi šibkega izražanja RNA 
polimeraze T7 tudi v odsotnosti IPTG ali zaradi šibkega prepisa tarčnega gena pod 
promotorjem T7 z RNA polimerazo E. coli (Kumar Singha in sod., 2017). Nekontrolirano 
izražanje lahko zmanjšamo z vnosom dodatnih plazmidov z zapisom za lizocim T7. Lizocim 
T7 se veže na RNA polimerazo T7 in inhibira njeno aktivnost. Gen za lizocim T7 je pod 
kontrolo promotorja, občutljivega na ramnozo. Raven izražanja polimeraze RNA T7 lahko 
tako uravnavamo z dodajanjem različnih koncentracij ramnoze v gojišče (Overton, 2014; 
Kumar Singha in sod., 2017). Ker na podlagi spremljanja optične gostote nismo mogli 
sklepati o toksičnosti tarčnega proteina za celice, smo predvidevali, da šibko izražanje 
proteina tudi v odsotnosti IPTG ni problematično. 
Lokacijo izraženega heterolognega proteina smo preverili z analizo različnih celičnih frakcij 
(topna znotrajcelična (frakcija L), netopna znotrajcelična-inkluzijska telesca (frakcija P), 
zunajcelična (frakcija S)). Na agaroznih ploščah s ksilanom smo zaznali encimsko aktivnost 
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v vseh vzorcih topnih in netopnih znotrajceličnih frakcij (Slika 10 in Slika 11). Z 
bioinformatsko analizo tarčne sekvence smo sicer potrdili prisotnost signalnega peptida. 
Domnevamo, da bi lahko bil signalni peptid nedostopen zaradi zvitja proteina v terciarno 
strukturo, še verjetneje pa ga celica ni prepoznala kot signal za prenos proteina, saj se lahko 
signalni peptid izvornega mikroorganizma razlikuje od signalnega peptida E.coli. Na 
agaroznih ploščah s ksilanom smo šibko encimsko aktivnost zaznali tudi v dveh vzorcih 
supernatanta. Domnevali smo, da bi lahko bila prisotnost tarčnega proteina v supernatantu 
posledica pokanja odmrlih celic in sproščanja znotrajceličnih proteinov v gojišče že pred 
ločitvijo celic od gojišča (npr. med centrifugiranjem). Cona razgradnje ksilana je bila večja 
v frakcijah topnih znotrajceličnih proteinov, zato smo predvidevali, da je bilo v tej frakciji 
več aktivnega, pravilno zvitega proteina. Ker smo aktivnost zaznali tudi v frakciji netopnih 
proteinov združenih s celičnimi ostanki, smo predvidevali, da bi lahko to bila posledica 
(neuspešno izločenih) proteinov, ki so ostali vezani na celično steno. Možno je tudi, da se 
del proteinov ni popolnoma pravilno zvil in se je zato združil v inkluzijska telesca, ni pa 
popolnoma izgubil aktivnosti. Inkluzijska telesca so sicer netopni skupki nepravilno zvitih 
in delno nepravilno zvitih proteinov, ki so večinoma funkcionalno neaktivni (Kumar Singha 
in sod., 2017). Nastanek inkluzijskih telesc je pogosta težava, ki se pojavlja ob heterologni 
ekspresiji s sistemom pET. Zanj je namreč značilna visoka raven izražanja heterolognih 
genov, katerih produkti se pogosto ne zvijajo dovolj hitro in se zato nepravilno zviti nalagajo 
v inkluzijskih telescih (Overton, 2014). García-Fruitós in sod. (2007) navajajo, da lahko tudi 
v frakciji inkluzijskih telesc zaznamo biološko aktivnost proteina, saj so vanje pogosto ujeti 
tudi pravilno zviti proteini. Biološka aktivnost inkluzijskih telesc pa je lahko tudi posledica 
delno pravilno zvitih proteinov, kjer pravilno zvit del proteina zajema aktivno mesto (García-
Fruitós in sod., (2007).  
Ekstrakt topnih znotrajceličnih proteinov smo analizirali z elektroforezo SDS-PAGE. Glede 
na to, da ekspresijski sistem pET metabolizem bakterije usmeri v izražanje heterolognega 
proteina, smo predvidevali, da bo na gelu močno izražena lisa velikostnega reda približno 
63 kDa. Slednjega nismo potrdili (Slika 12), je pa bilo v tem območju več šibkejših lis. 
Prisotnost ksilanaze s predvideno Mw med 55 in 72 kDa v ekstraktu pa nam je nato uspelo 
potrditi na encimogramu. Zaznali smo aktiven encim z Mw med 55 in 72 kDa, kar ustreza 
našim predvidevanjem na osnovi bioinformatske analize sekvence tarčnega proteina 
(Preglednica 20). Ker v frakciji topnih znotrajceličnih proteinov, ločenih z SDS PAGE, 
nismo opazili večje količine tarčnega proteina, smo domnevali, da bi se ta lahko zbiral v 
inkluzijskih telescih. Domnevo potrjuje tudi dejstvo, da smo ksilanolitično aktivnost zaznali 
tudi v frakciji netopnih proteinov (Slika 10). Eden od vzrokov za majhno količino proteina 
bi lahko bila tudi nizka raven izražanja, kar bi se morda dalo izboljšati tudi z optimizacijo 
kodonov v tarčni sekvenci, saj smo pri bioinformatski analizi ugotovili, da je indeks CAI 
nižji od željenega (Poglavje 5.1). Da bi izboljšali zvijanje izbranega proteina bi lahko 
preizkusili tudi prilagojene ekspresijske seve E. coli, na primer Origami ali E. coli Rosetta-
gami, ki sta opisana v poglavju 5.1.  
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Na pravilno zvijanje proteina in preprečevanje nastajanja inkluzijskih telesc lahko vplivamo 
tudi z izbiro šibkejšega promotorja, spremembo pogojev rasti celične kulture (pH), 
znižanjem temperature inkubacije po indukciji in s fuzijo tarčnega gena z nekaterimi drugimi 
geni (Strandberg in Enfors, 1991). Le in Wang (2014) v članku navajajo, da so problem 
netopnosti termofilne ksilanaze rešili s fuzijo tarčnega gena z genom za periplazemski 
protein OsmY, ki izloča tarčni protein iz celice v gojišče. Nalaganje proteinov v inkluzijskih 
telescih lahko preprečimo tudi s sočasnim izražanjem šaperonov, ki pomagajo pri pravilnem 
zvijanju proteina v terciarno strukturo (Kumar Singha in sod., 2017). V poskusu smo 
preizkusili dve temperaturi inkubacije po indukciji z IPTG (18 in 30 °C). Ugotovili smo, da 
je bila SEA višja pri vzorcih kulture, ki smo jo po indukciji inkubirali pri 18 °C kot pri 
vzorcih kulture ki smo jo inkbirali pri 30 °C. Iz tega smo sklepali, da smo pri inkubaciji pri 
18 °C pridobili več aktivnega tarčnega encima. Predvidevali smo, da pri nižji temperaturi 
biosinteza proteinov poteka počasneje in se pri tem bolj pravilno zvijajo, zato se več proteina 
nahaja v topni proteinski frakciji in manj v obliki inkluzijskih telesc (Schein in Noteborn, 
1988). Prav tako smo ugotovili, da je SEA statistično značilno višja v vzorcih, ker smo dodali 
induktor. S tem smo pokazali, da se je gen xylM_3 sicer izražal tudi brez dodatka induktorja, 
vendar šibkeje. Najvišjo vrednost SEA smo zaznali pri vzorcu z dodanim IPTG v 
koncentraciji 0,75 mM, zato smo se odločili, da bomo takšno koncentracijo induktorja 
uporabili v nadaljnih poskusih.  
5.3 POSKUS IZOLACIJE REKOMBINANTNE KSILANAZE  
 
Na podlagi zbranih podatkov smo določili optimalne pogoje za izražanje heterologne 
ksilanaze. Ekspresijski sev smo inducirali z 0,75 mM IPTG 20 ur in inkubirali pri 
temperaturi 18 °C. Želeli smo pridobiti večjo količino tarčnega proteina, ter ga nato ločiti iz 
frakcije topnih znotrajceličnih proteinov (kjer se je akumuliral). Za ločevanje tarčnega 
proteina od preostalih proteinov v ekstraktu smo uporabili afinitetno kromatografijo Ni-
NTA.Afinitetna kromatografija, ki temelji na vezavi histidinske značke (ang. His-tag) na Ni-
NTA je zelo pogosto uporabljena metoda za izolacijo heterologno izraženih proteinov v 
laboratorijski analitiki. Histidinska značka je kratko zaporedje šestih aminokislin, ki 
večinoma ne vpliva na strukturo in funkcijo proteinov, metoda pa je cenovno ugodna. Med 
negativnimi lastnostmi metode navajajo na primer nespecifično vezavo proteinov, ki imajo 
v aminokislinskem zaporedju več zaporednih histidinov. V nekaterih primerih navajajo tudi, 
da lahko histidinska značka vpliva na zvijanje proteina in posledično na njegovo funkcijo 
(Pina in sod., 2014; Wood, 2014).  
Tarčnega proteina z afinitetno kromatografijo nismo uspeli izolirati iz ekstrakta topnih 
znotrajceličnih proteinov. Slika 14 prikazuje analizo kromatografskih frakcij na gelu SDS-
PAGE. V elucijskih frakcijah namreč ni opaznega nobenega proteina z navidezno Mw med 
55 in 72 kDa, za katerega bi lahko predvidevali, da gre za tarčni protein (Slika 14). Encimsko 
aktivnost v kromatografskih frakcijah smo preverili na agarozni plošči s ksilanom (Slika 15). 
Elucijski pufer za afinitetno kromatografijo vsebuje visoko koncentracijo imidazola, ki bi 
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lahko motil oziroma zmanjšal encimsko aktivnost proteina, zato smo predhodno v vseh 
vzorcih zamenjali imidazolne pufre z natrij-fosfatnim pufrom, pH = 6,5. Encimsko aktivnost 
smo zaznali le v frakcijah FT in W1. Sklepali smo, da se tarčni encim ni vezal na 
kromatografsko kolono in se je zato spral iz kolone skupaj z ostalimi nevezanimi proteini 
(FT), ter v prvi fazi spiranja s spiralnim pufrom (W1). Obstaja več možnih vzrokov za takšen 
izid, in sicer previsoka koncentracija imidazola v vezavem in spiralnem pufru, odsotnost ali 
nedostopnost histidinske oznake. Imidazol v vezavnem in spiralnem pufru zmanjša 
nespecifično vezavo proteinov in poveča čistost frakcije, v kateri je tarčni protein, v 
nekaterih primerih pa lahko tudi zmanjša uspešnost vezave tarčnega proteina (Polyakov in 
sod., 2016). Poskus izolacije z afinitetno kromatografijo smo ponovili še s setom pufrov, pri 
katerem sta vezavni pufer in pufer za spiranje vsebovala nižje koncentracije imidazola, 
vendar tudi v tem primeru tarčnega proteina nismo uspeli izolirati iz ekstrakta. Ker nam 
izolacija proteina v nativnih pogojih kljub prilagajanju protokola ni uspela, smo domnevali, 
da bi bil lahko razlog v odsotnosti histidinske oznake na heterologno izraženem proteinu. Da 
bi preverili, ali je vzrok za odsotnost vezave tarčnega proteina na Ni-NTA morebitna 
mutacija v zapisu, ki bi povzročila odsotnost histidinske oznake zaradi zamika bralnega 
okvirja, smo sekvencirali pomnožke plazmida med promotorjem in terminatorjem T7 
(poglavje 3.4.2.1) Pridobljeno sekvenco smo analizirali z bioinformatskimi orodji in potrdili, 
da nosi zapis za histidinsko značko v pravem bralnem okvirju.  
 
Nadalje smo predvidevali, da bi lahko bila histidinska oznaka na tarčnem proteinu prisotna, 
vendar nedostopna za vezavo na kromatografsko kolono. Polyakov in sod. (2016) so v 
članku potrdili, da se lahko protein zvije v terciarno strukturo tako, da zakrije histidinsko 
značko in se protein ne more vezati na nikljeve ione v stacionarni fazi kolone. Domnevali 
smo, da bi bila lahko tudi pri tarčnem proteinu histidinska značka skrita znotraj terciarne 
strukture, zato smo preizkusili še afinitetno kromatografijo v denaturirajočih pogojih. 
Uporabili smo močan denaturant, 8 M ureo. Urea je bila tudi sestavina pufra za ekstrakcijo 
celičnih proteinov (poglavje 3.6.2.2), s katerim smo pripravili ekstrakt proteinov za 
afinitetno kromatografijo v denaturirajočih pogojih. Urea v takšni koncentraciji naj bi 
denaturirala tudi proteine v inkluzijskih telescih, zato smo predvidevali, da bi na ta način 
lahko dobili večjo koncentracijo očiščenega proteina (Wingfield, 2016). Slika 16 prikazuje 
močneje izražen protein ustreznega velikostnega reda v elucijskih frakcijah D in E, ki smo 
jih pridobili po čiščenju v denaturirajočih pogojih. Navidezna velikost lis v elucijskih 
frakcijah je bila med 55 in 72 kDa, kar je ustrezalo teoretični velikosti tarčnega proteina (63 
kDa). Domnevali smo, da nam je s tem pristopom protein uspelo vezati na kolono in ločiti 
od večine ostalih proteinov v ekstraktu. Da bi domnevo potrdili, bi morali AK zaporedje 
encima preveriti še z masno spektrometrijo. Poleg tarčnega proteina smo v elucijskih 
frakcijah opazili še nekaj drugih lis, ki kažejo na nespecifično vezane proteine oziroma 
nečistoče, ki bi jih morali očistiti z dodatnimi postopki (Slika 14 in Slika 16).  
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Protein v vzorcih elucijske frakcije smo poskušali renaturirati, vendar encimske aktivnosti 
(kljub več poskusom) nismo več zaznali. Obstaja možnost, da tarčnega proteina nismo 
uspešno izolirali, da ga nismo uspešno renaturirali ali da so proteaze v vzorcu razgradile 
protein preden smo uspeli izmeriti aktivnost. Da bi protein uspešno izolirali v aktivni obliki, 
bi bilo smiselno preizkusiti še drugačne metode renaturacije proteina ter druge metode 
ločevanja tarčnega encima od preostalih znotrajceličnih proteinov. Wingfield (2016) navaja, 
da so nekateri proteini, zlasti v inkluzijskih telescih, odporni na denaturacijo z 8 M ureo. Kot 
bolj učinkovit denaturant predlagajo 8 M gvanidin hidroklorat. Uspešnost renaturacije 
proteinov je odvisna od posameznega proteina. Pravilno zvijanje proteinov je lažje pri 
manjših proteinih (10-20) kDa, medtem ko je lahko pri večjih, večmodularnih proteinih (40-
70 kDa) lahko odstotek pravilno renaturiranih proteinov zelo majhen. Za uspešno 
renaturacijo moramo odstraniti denaturant in omogočiti pogoje za tvorbo disulfidnih vezi v 
proteinu. Da bi dobili pravilno zvit protein Wingfield (2016) predlaga, naj renaturacija 
poteka ob prisotnosti nizkih, nedenaturirajočih koncentracij uree, gvanidin hidroklorata, 
arginina, kationskih detergentov ali polieten glikola. Ti dodatki naj bi zmanjšali 
intermolekularne povezave med hidrofobnimi površinami, ki nastajajo med zvijanjem 
proteina. Za izolacijo tarčnega proteina bi lahko uporabili še druge različne kromatografske 
tehnike oziroma kombinacije več njih. Preizkusili bi lahko še ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo, kromatografijo na podlagi hidrofobnih interakcij in gelsko filtracijo. Za 
čiščenje proteinov se pogosto uporablja ionsko-izmenjevalna kromatografija, ki proteine loči 
glede na naboj (Saraswat in sod., 2013). Protein lahko tudi predhodno označimo s 
poliargininsko značko in ga očistimo s kationsko-izmenjevalno kromatografijo. Ta je zelo 
uporabna za čiščenje rekombinantnih proteinov, sintetiziranih v E.coli, saj se večina 
gostiteljevih proteinov pri fiziološkem in bazičnem pH ne veže na negativen matriks kolone 
(Pina in sod., 2014). Wingfield (2016) predlagajo uporabo ionsko-izmenjevalne 
kromatografije, ki ji sledi še izločitvena gelska filtracija (ločevanje na podlagi velikosti 
molekul).  
5.4 UGOTAVLJANJE BIOKEMIJSKIH LASTNOSTI ENCIMA V EKSTRAKTU 
 
Kljub temu, da proteina nismo uspešno izolirali v aktivni obliki, smo posredno ocenili nekaj 
biokemijskih lastnosti tako, da smo analizirali njegovo aktivnost znotraj encimske frakcije 
(ekstrakt znotrajceličnih proteinov v natrij-fosfatnem pufru). Slednje je bilo mogoče, ker 
ekspresijski sev sam ne proizvaja ksilanaz, ki bi lahko prispevale k izmerjeni aktivnosti. 
Kljub vsemu pa smo se ob analizi zavedali, da lahko na rezultate meritev vpliva tudi 
nestandardno okolje, v katerem se je encim nahajal ter potencialne interakcije z drugimi 
proteini, zato rezultatov ne moremo neposredno preimerjati z izsledki študij, kjer so 
analizirali izolirane proteine. 
Encimskemu ekstraktu smo določili optimalno temperaturo in pH delovanja, stabilnost pri 
izbranih temperaturah, ionsko jakost pufra in preverili substratno specifičnost. Ugotovili 
smo, da je optimalno okolje za ksilanolitično aktivnost encimskega ekstrakta pri pH = 6, 
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encimski ekstrakt pa je bil aktiven v širšem območju pH (Slika 17). V območju pH od 5 do 
8 je obdržal približno 77 % ksilanolitične encimske aktivnosti. Iz rezultatov analize smo 
sklepali, da je optimalna temperatura okolja za delovanje encimskega ekstrakta 50 °C (Slika 
18). V literaturi smo našli tri primere ksilanaz, ki optimalno delujejo pri enakih pogojih. 
Kwon in sod. (2010) na primer poročajo o ksilanazah, ki imajo najvišjo aktivnost pri 50 °C, 
pridobljene pa so bile iz metagenoma komposta, obogatenega s svinjskim gnojem in 
organskim odpadom gojilnice gob. Ksilanazi z enakim temperaturnim in pH optimumom sta 
bili najdeni tudi v metagenomu vampne mikrobne združbe (Rashamuse in sod., 2016) in 
izolirane iz seva bakterije Bacillus subtilis B10 (Huang in sod., 2006). Kljub temu, da je 
encimski ekstrakt pri temperaturi 50 °C dosegal najvišjo aktivnost, je bil v teh pogojih 
obstojen le krajši čas (Slika 19). Po eni uri inkubacije pri 50 °C je obdržal 63 % začetne 
aktivnosti, po treh urah pa le še približno 20 %. Podobno v članku navajajo Zhao in sod. 
(2010), kjer je endo-β-1,4-ksilanaza UX66, pridobljena iz vampne mikrobne združbe 
goveda, s temperaturnim optimumom pri 50 °C, ob 60-minutni inkubaciji pri tej temperaturi 
izgubila 75 % aktivnosti. Na osnovi teh podatkov so sklepali, da je zapis za izolirani encim 
izviral iz mezofilne bakterije. Ksilanaza, ki smo jo preučevali v našem delu, je bila aktivna 
v območju med 20 in 60 °C (Slika 18). Po inkubaciji na 37 °C je encimski ekstrakt obdržal 
44 % maksimalne encimske aktivnosti, pri 30 in 60 °C pa le še okoli 20 % encimske 
aktivnosti. Pri temperaturah pod 50 °C smo izmerili nižjo encimsko aktivnost, je bil pa zato 
encimski ekstraktai bolj stabilen. Pri 37 °C je po 24-urni inkubaciji obdržal tri četrtine 
začetne encimske aktivnosti. Najbolj stabilen je bil pri sobni temperaturi in pri temperaturi 
30 °C, kjer je tudi po 24-urni inkubaciji obdržal vso aktivnost. Pri temperaturi 30 °C je bila 
encimska aktivnost, izmerjena po 24 urah, celo višja kot na začetku, ko smo encimski 
ekstrakt vzeli iz hladilnika (4 °C). Sklepamo, da je bil razlog v tem, da se ob začetku meritev 
encimska frakcija še ni segrela na sobno temperaturo. Ksilanaze, ki so bile izolirane iz 
mikrobnih združb komposta imajo pogosto zelo raznolike pH in temperaturne optimume, 
kar kaže na spreminjajoče mezofilne in termofilne razmere v kompostu. Jeong in sod. (2012) 
na primer poročajo o ksilanazi Xyn10J , ki ima optimum pri 40 °C in pH = 7, Verma in sod. 
(2013) pa o ksilanazi rMxyl z optimalnim delovanjem pri 80 °C in pH 9.  
Primerjava delovanja encimskega ekstrakta v pufrih z različno jonsko jakostjo je pokazala 
optimalno delovanje le tega v 50 mM natrij-fosfatnem pufru, encimski ekstrakt je bil aktiven 
tudi v nižjih koncentracijah ionov v pufru, medtem ko so višje koncentracije ionov v pufru 
znižale encimsko aktivnost (Slika 21). 
Aktivnost encimskega ekstrakta smo preverjali tudi na štirih različnih substratih (Slika 20). 
Ekstrakt je bil aktiven na bukovem ksilanu in arabinokslanu, medtem ko aktivnosti nismo 
zaznali na ksiloglukanu in karboksimetil celulozi (CMC). V literaturi smo našli več primerov 
ksilanaz, ki so aktivne na bukovem ksilanu in arabinoksilanu, niso pa aktivne na 
ksiloglukanu in celulozi. Kljub temu, da ksilanaze iz družine GH10 v splošnem razgrajujejo 
več različnih substratov kot ksilanaze iz družine GH11, jih večina ne razgrajuje celuloznih 
substratov, kot sta CMC in ksiloglukan (Alvarez in sod., 2013; Rashamuse in sod., 2016; 
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Ariaeenejad in sod., 2019). Eden redkih encimov, ki je sposoben tudi razgradnje tovrstnih 
substratov je endo-β-1,4-ksilanaza UX66, izolirana iz vampne mikrobne združbe goveda 
(Zhao in sod., 2010). Pri ksilanazah, ki se uporabljajo v papirni industriji, je glukanazna 
aktivnost nezaželena, saj lahko povzroči slabšanje kvalitete celulozne kaše (Cheng in sod., 
2012).  
 
Ugotavljali smo tudi vpliv natrijevega klorida (NaCl), nekaterih kovinskih ionov, organskih 
topil in drugih kemikalij na aktivnost encimskega ekstrakta. Po dodatku 1 mM koncentracije 
NaCl v encimsko reakcijo, se je ksilanolitična aktivnost zmanjšala za 20 %, po dodatku 1 M 
NaCl pa se je ta znižala za približno 40 % (Slika 22). Ksilanaza Xyn22 iz družine GH11, ki 
je bila pridobljena iz metagenoma slane alkalne zemlje, je obdržala 80 % relativne encimske 
aktivnosti ob prisotnosti 3 M NaCl (Li in sod., 2019). Wang in sod. (2017) pa poročajo o 
GH11 ksilanazi Xyn11-1, ki je obdržala 77,4 % aktivnosti ob prisotnosti 4 M NaCl. 
Preverjali smo tudi učinek dodatka različnih kovinskih kationov, ki lahko delujejo kot 
kofaktorji ali inhibitorji encimov (Slika 23). V reakcijske mešanice smo dodali 1 mM, 5 mM 
in 10 mM koncentracije kationov Ca2+, Cu2+, Mg2+, Mn2+, K+, Co2+ in Fe2+ . Aktivnost se je 
v prisotnosti 1 mM K+ in Co2+ povišala in sicer ob dodatku K+ povprečju za 17 %, Co2+ pa 
za 10 %. Gong in sod. (2013) v članku navajajo, da je dodatek 10 mM K+ in Co2+ zvišal 
encimsko aktivnost endo-β-1,4-ksilanaze iz družine GH10 za 3,6 % in 6 %. V prisotnosti  se 
1 mM K+ in Co2+ se je povišala tudi encimska aktivnost heterologno izražene ksilanaze 
Bacillus licheniformis, in sicer za 7 % in 41 % (Zafar in sod., 2016).  
 
Dodatek 1 mM Cu2+, Mg2+, Mn2+ in Fe2+ ni vplival na ksilanolitično aktivnost, medtem ko 
se je po dodatku Ca2+ aktivnost znižala za povprečno 5,6 %. Po dodatku K+ v 5 in 10 mM 
koncentraciji se je prav tako povišala encimska aktivnost, na približno 115 %. V vzorcih z 
dodanimi ostalimi kationi v 5 in 10 mM koncentracijah se je ksilanolitična aktivnost 
encimskega ekstrakta znižala. Izjema je le Mg2+, ki ne glede na koncentracijo, ni imel vpliva 
na aktivnost encimskega ekstrakta. Ob prisotnosti ionov Cu2+ in Fe2+ v 5 mM koncentraciji 
se je izrazito znižala encimska aktivnost - Cu2+ na 10 % aktivnosti kontrole, po dodatku Fe2+ 
pa encimske aktivnosti sploh nismo več zaznali. Gong in sod. (2013) prav tako navajajo 
izrazito negativen učinek 10 mM Cu2+ na encimsko aktivnost ksilanaze Xyn10N18 iz 
družine GH10. Tudi Jeong in sod. (2012) poročajo o negativnem vplivu dodatka Cu2+ na 
aktivnost ksilanaze Xyn10J, pridobljene iz metagenoma komposta. Mo in sod. (2010) 
navajajo, da dodatek Fe2+ ni vplival na ksilanazno aktivnost ksilanaze Umxyn10A, ki je bila 
pridobljena iz metagenoma zemlje, obogatene z riževo slamo. Po dodatku 1 in 5 mM Fe2+ 
se je zvišala aktivnost ksilanaze rMxyl, pridobljene iz metagenoma komposta (Verma in 
sod., 2013), ob prisotnosti 1 mM Fe2+ pa se je zvišala encimska aktivnost ksilanaze, izolirane 
iz bakterije Geobacillus thermoleovorans (Verma in Satyanarayana, 2012). Preverjali smo 
tudi učinek nekaterih kemikalij na aktivnost encimskega ekstrakta (Slika 24). Triton X-100 
in EDTA pogosto delujeta kot inhibitorja encimske aktivnosti ksilanaz, medtem ko naj bi se 
ob prisotnosti DTT, β-merkaptoetanol povečala aktivnost določenih encimov (Wang in sod., 
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2011; Juturu in Wu, 2012; Zafar in sod., 2016). Dodatek PMSF, ki deluje kot proteazni 
inhibitor, naj bi inhibiral delovanje proteaz in tako preprečil razgradnjo encima (Capalash in 
sod., 1991). Ugotovili smo, da se je ob dodatku DTT, EDTA, β-merkaptoetanol in PMSF v 
vseh koncentracijah aktivnost encimskega ekstrakta znižala. Prisotnost Triton X-100 je v 0,2 
mM koncentraciji zvišala encimsko aktivnost v povprečju na 107 %, ob dodatku 0,5 mM 
detergenta pa se aktivnost encimskega ekstrakta ni razlikovala od kontrole. Triton X-100 je 
neionski detergent, ki poruši hidrofobne interakcije znotraj encimske strukture. Nekateri 
članki opisujejo pozitiven učinek tega detergenta na aktivnost ksilanaz (Verma in sod., 2013; 
Zhuo in sod., 2018). EDTA deluje kot kelator dvovalentnih ionov in jih veže, ter tako 
onemogoči encimu dostop do njih. Zmanjšanje encimske aktivnosti po dodatku te spojine v 
reakcijsko mešanico običajno nakazuje, da encim potrebuje dvovalentne kovinske ione za 
delovanje (Bajaj in Manhas, 2012). PMSF je inhibitor serinskih proteaz. Nižanje aktivnosti 
je lahko posledica vezave PMSF na serin znotraj aktivnega mesta encima (Yang in Liu, 
2008; Zhang in sod., 2012). DTT in β-merkaptoetanol sta reducenta disulfidnih vezi. 
Znižanje encimske aktivnosti ob dodatku DTT in β-merkaptoetanola lahko nakazuje, da so 
disulfidne vezi nujne, da se ohrani konformacija encima, v kateri je ta aktiven (Maalej in 
sod., 2009; Zafar in sod., 2016).V bioinformatski analizi sicer nismo predvideli prisotnosti 
disulfidnih vezi v tarčnem proteinu. Alliegro (2000) navaja možnost, da lahko DTT vpliva 
tudi na proteinske domene, ki ne vsebujejo cisteinov. Wang (1996) prav tako v članku poroča 
o inhibitornem vplivu DTT in β-merkaptoetanola na encim, ki nima disulfidnih vezi.  
 
V reakcijsko mešanico smo dodali tudi različne koncentracije organskih topil, da bi preverili 
njihov vpliv na ksilanolitično aktivnost (Slika 25). Po dodatku etanola, metanola in acetona 
v 5 % koncentraciji se je že močno zmanjšala encimska aktivnost. Prisotnost acetona je 
zmanjšala aktivnost encimskega ekstrakta za 35 %, etanola za 50 %, metanola pa kar za 72 
%. Dodatek 10 in 20 % koncentracije etanola in metanola je encimski ekstrakt popolnoma 
inhibiral, medtem ko je ob dodatku 20 % acetona ohranil 27 % aktivnosti. Na encimsko 
aktivnost ni vplival dodatek 5 ali 20 % mravljične (metanojske) kisline, zaznavno (8 %) 
znižanje ksilanolitične aktivnosti pa smo izmerili ob dodatku 10 % mravljične kisline (Slika 
25). Glede na to, da po dodatku višje (20 % ) koncentracije mravljične kisline nismo izmerili 
znižanja encimske aktivnosti, predvidevamo, da bi lahko šlo za napako v postopku. Večina 
encimov je netolerantnih na prisotnost organskih topil in že ob prisotnosti nizkih 
koncentracij izgubijo encimsko aktivnost (Zafar in sod., 2016; Cakmak in Ertunga, 2017). 
Organska topila se uporabljajo v mnogih biotehnoloških procesih, predvsem za raztapljanje 
ali lažje suspendiranje hidrofobnih substratov in povečanje učinkovitosti razgradnje, prav 
tako pa zmanjšajo možnost mikrobne kontaminacije (Sardessai in Bhosle, 2004). Po drugi 
strani je mravljična kislina v naravi zelo razširjena, skupaj z ostalimi kratkoverižnimi 
organskimi kislinami je prisotna tudi v kompostu (Wei in sod., 2018). Obstojnost 
encimskega ekstrakta na mravljično kislino je morda posledica tega, da je bil gen za encim 
izoliran iz okolja, kjer so kisline že naravno prisotne. 
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Za natančnejšo karakterizacijo encima bi bilo potrebno encim v nadaljnjih poskusih najprej 
pridobiti v čisti obliki. Primerna bi bila dodatna uporaba drugih kromatografskih metod, na 
primer ionske izmenjevalne kromatografije ali gelske filtracije. Večji poudarek bi morali v 
nadaljnjih poskusih nameniti renaturaciji encima, da bi ga lahko izolirali v aktivni obliki. 
Očiščenemu encimu bi nato lahko zanesljivo določili kinetične lastnosti. Na podlagi lastnosti 
izoliranega encima, bi ga lahko primerjali z že opisanimi encimi in ugotovili, če je primeren 
za uporabo v industrijske namene. Večina encimov za razgradnjo lignoceluloznega materiala 
ima nizko učinkovitost in stabilnost v procesnih razmerah, zato se za izboljšanje industrijskih 
encimov pogosto uporablja proteinski inženirig (Bommarius in sod, 2014). Slednje bi lahko 
uporabili tudi v našem primeru in uspešno izoliranemu in okarakteriziranemu encimu s 
proteinskim inženiringom nato izboljšali termostabilnost ali povečali aktivnost na tarčnih 
substratih. Tako bi lahko izboljšali njegove lastnosti za uporabo v industrijske namene.  
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- Gen xylM_3 kodira večmodularni encim, ki ima poleg ohranjene katalitične domene 
GH10 tudi dve ohranjeni vezavni mesti za ogljikove hidrate – domeni CBM (CBM 
2 in CBM60). 
- Produkt gena xylM_3 z dodano histidinsko značko smo lahko heterologno izrazili v 
ekspresijskem sevu E. coli BL21(DE3).  
- Največ aktivnega proteina smo pridobili po indukciji z 0,75 mM IPTG in 20 h 
inkubaciji pri 18 °C.  
- Ugotovili smo, da se protein akumulira v znotrajcelični frakciji in da se heterologno 
proizvedeni protein le delno nahaja v topni, aktivni obliki, delno pa se akumulira v 
obliki inkluzijskih telesc.  
- Ugotovili smo, da ima encimski ekstrakt ksilanolitično aktivnost na bukovem ksilanu 
in pšeničnem arabinoksilanu, ne pa na ksiloglukanu in karboksimetil celulozi 
(CMC). 
- Encimski ekstrakt je aktiven v temperaturnem območju med 20 in 60 °C in pri pH 5-
8. Najvišjo encimsko aktivnost smo izmerili pri temperaturi 50 °C in pH = 6.  
- Pri temperaturi 50 °C je encimski ekstrakt obstojen krajši čas, pri nižjih temperaturah 
(23 in 30 °C) pa obdrži encimsko aktivnost tudi po 24 urah.  
- Na aktivnost encimskega ekstrakta pozitivno delujejo ioni K+ ( 1-10 mM), 1 mM 
Co2+ in 0,2 mM Triton-X 100.  
- Aktivnost encimskega ekstrakta se zniža ob prisotnosti 1 mM raztopine ionov Ca2+ 
ali 5 mM raztopine ionov Cu2+, Mn2+, Fe2+ in Co2+. Inhibitorne učinke na 
ksilanolitično aktivnost smo zaznali tudi ob prisotnosti DTT, EDTA, β-
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Uporaba fosilnih goriv je danes eden pomembnejših okoljevarstvenih problemov, saj se pri 
njihovem gorenju sproščajo toplogredni plini, ki onesnažujejo okolje. Zaradi vedno večje 
porabe energije in hkrati tudi vedno večje onesnaženosti okolja je pomemben izziv postalo 
iskanje novih trajnostnih, okolju prijaznejših virov energije. Biogoriva predstavljajo 
obetaven nadomestek fosilnih goriv, zato je iskanje načinov za njihovo čim učinkovitejše 
pridobivanje postalo v zadnjih desetletjih zelo aktualno. Velik potencial za trajnostni razvoj 
ima druga generacija biogoriv, ki temelji na pretvorbi lignocelulozne biomase v biogoriva. 
Encimi za razgradnjo biomase, ki so trenutno na voljo, so pogosto premalo učinkoviti in 
nestabilni pri pogojih, ki so potrebni za proces. Zato je pomembno pridobivanje novih 
katalizatorjev, ki bi lahko učinkovito sodelovali pri pretvorbi takšnih substratov v produkte 
z visoko dodano vrednostjo. Ksilanaze imajo pri razgradnji lignoceluloznega materiala 
pomembno vlogo, saj razgrajujejo ksilan, ki je drugi najpogostejši polisaharid v naravi. 
Ksilanaze se uporabljajo tudi v drugih industrijskih panogah, na primer papirni in tekstilni 
industriji, kot dodatek h krmi za živali, v živilski industriji za bistrenje sadnih kaš in sokov 
in pri pripravi ksilooligosaharidov kot prehranskih dodatkov.  
 
V magistrski nalogi smo heterologno izrazili in opisali izbrano glikozid hidrolazo iz družine 
10 iz metagenomske DNA komposta. Ugotovili smo, da tarčni gen (xylM_3) kodira 590 
aminokislin dolg protein (s predvideno Mw 63 kDa), ki ima poleg ohranjene katalitske 
domene iz družine GH10 še dve domeni za vezavo na substrat (CBM2 in CBM60). Protein 
smo proizvedli v E. coli BL21(DE3). Največ topnega, aktivnega encima smo dobili ob 
indukciji ekspresije z 0,75 mM IPTG in nadaljnji 20-urni inkubaciji pri temperaturi 18 °C. 
Na agaroznih ploščah z vklopljenim substratom in encimogramu smo kvalitativno potrdili 
encimsko aktivnost na bukovem ksilanu. Poleg tega smo aktivnost potrdili še na 
arabinoksilanu, ne pa na ksiloglukanu in celulozi (CMC). Encim smo poskušali osamiti z 
afinitetno kromatografijo Ni-NTA. Najprej smo postopek izvedli v nativnih pogojih. Ker 
smo na osnovi analiz ugotovili, da ni prišlo do interakcije histidinskih oznak z nikljevimi 
ioni na nosilcu, smo protein nato poskusili izolirati še v denaturirajočih pogojih. Analiza 
frakcij z SDS-PAGE je tokrat v elucijski frakciji pokazala protein ustrezne Mw, pri katerem 
pa (po renaturaciji) nismo več zaznali encimske aktivnosti. Sklenili smo, da bo v 
nadaljevanju potrebno za izolacijo tarčnega proteina v aktivni obliki uporabiti še druge 
metode.  
 
Neočiščenemu encimu v encimskem ekstraktu smo določili optimalne pogoje delovanja. Pri 
tem smo se zavedali potencialnih vplivov drugih proteinov in snovi v ekstraktu topnih 
znotrajceličnih proteinov na delovanje tarčnega encima. Ugotovili smo, da je encimski 
ekstrakt aktiven v temperaturnem območju med 20 in 60 °C, najvišjo encimsko aktivnost v 
ekstraktu pa smo izmerili pri temperaturi 50 °C. Pri temperaturi 50 °C je bil encimski 
ekstrakt obstojen krajši čas, saj je po treh urah inkubacije obdržal le približno 20 % 
Jamnik M. Pridobivanje ksilanaze iz družine GH10 iz metagenoma komposta in ugotavljanje njenih lastnosti. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019  
 
77 
aktivnosti. Po drugi strani je pri temperaturah pod 30 °C obdržal aktivnost tudi po 24 urah. 
Encimski ekstrakt je bil najbolj aktiven pri pH = 6, približno 80 % aktivnosti pa je obdržal 
v pH območju med 5-8. Pozitiven vpliv na ksilanolitično aktivnost encimskega ekstrakta 
smo zaznali ob prisotnosti 1, 5 in 10 mM ionov K+ in 1 mM ionov Co2+ ter 0,2 mM detergenta 
Triton-X 100. Dodatek ostalih ionov in kemikalij ni spremenil njegove encimske aktivnosti 
ali pa jo je znižal. Encimski ekstrakt je obdržal aktivnost ob dodatku 20 % mravljične kisline, 
v prisotnosti ostalih organskih topil pa se njegova ksilanolitična aktivnost znižala. 
  
Potrdili smo prve tri postavljene delovne hipoteze, saj smo s poskusi uspešno izrazili produkt 
gena xylM_3 v ekspresijskem sevu Escherichia coli BL21(DE3) in določili optimalne pogoje 
za pridobivanje tarčnega encima. Potrdili smo tudi, da je produkt gena xylM_3 encimsko 
aktiven na ksilanu. Tarčnega encima nismo uspeli izolirati iz encimskega ekstrakta, smo pa 
potrdili, da so optimalni pogoji za ksilanolitično aktivnost encimskega ekstrakta podobni 
pogojem, ki jih najdemo v kompostu. 
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